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Abstrakt 
Vi har forsøgt at konstruere stabile, plasmidbaserede ekspressions-/kloningsvektorer til Vibrio 
cholerae. Ideelt burde sådanne vektorer baseres på naturlige plasmider fra Vibrio cholerae, men idet 
Vibrio cholerae sjældent indeholder plasmider, tog vi i stedet udgangspunkt i velkarakteriserede 
kloningsvektorer fra Escherichia coli. I projektet undersøges fire kloningsvektorer med hver deres 
karakteristika. Det lykkedes at indføre dem i Vibrio cholerae. Med udgangspunkt i den ene vektor 
vises, at den stabile nedarvning øges ved indsættelse af en partitions funktion, som dræber 
plasmidfrie celler. Ved indsættelse af et reportergen (green fluorescent protein) demonstreres, at 
vektoren kan induceres i Vibrio cholerae. 
 
Nøgleord: pBAD18 / pBAD33 / pJS14 / pNDM220 / elektrokompetente Vibrio cholerae / 
elektroporation / polymerase chain reaction (PCR) / lac-repressor / hok-sok / tabsfrekvenser / green 
fluorescent protein (GFP). 
 
 
Abstract 
Title: Stable cloning vectors for Vibrio cholerae 
 
We have attempted to construct stable plasmid based expression/cloning vectors for Vibrio 
cholerae. Ideally such vectors ought to be based on natural plasmids from Vibrio cholerae, but 
since Vibrio cholerae seldom contains plasmids, well-known cloning vectors from Escherichia coli 
were used instead for this project. Four cloning vectors with each their characteristics were 
examined and they were all successfully transformed into Vibrio cholerae. A partitioning function, 
which kills plasmid free cells, was cloned into one of the vectors and it was shown that the 
partitioning function increases the stable maintenance of the vector. By inserting a reporter gene 
(green fluorescent protein) it was demonstrated that the vector is inducible in Vibrio cholerae. 
 
 
Keywords: pBAD18 / pBAD33 / pJS14 / pNDM220 / electrocompetent Vibrio cholerae / 
electroporation / polymerase chain reaction (PCR) / lac-repressor / hok-sok / loss frequency / green 
fluorescent protein (GFP). 
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Forord 
Nærværende rapport er blevet udarbejdet som en del af et 2. semesterprojekt på Roskilde 
Universitetscenters naturvidenskabelige basisuddannelse i foråret 2005. Den dertil svarende 
semesterbinding foreskriver, at der skal arbejdes med modeller, teorier og eksperimenter i 
naturvidenskab. Dette er overholdt idet projektet indeholder eksperimentelt arbejde med udvikling 
af værktøjer, som muligvis vil kunne bruges i videre forskning indenfor bekæmpelse af bakterier, 
og kan således give os erfaring med en grundvidenskabelig problemstilling. Vi arbejder ud fra gen-
paradigmet, ved hjælp teknikker som er baseret på denne model af hvordan nedarvning forløber. 
 
Projektet er rent fagligt udarbejdet inden for molekylærbiologi og henvender sig således til 
biologiinteresserede medstuderende på nat-bas, samt andre på tilsvarende niveau. Endvidere kan 
resultaterne have general interesse for folk som arbejder med Vibrio cholerae, eventuelt med 
henblik på udvikling af ny antibiotika. 
 
Det praktiske arbejde er udført i professor Ph.d Anders Løbner-Olesens og lektor Ph.d Ole 
Skovgårds laboratorium på Roskilde Universitetscenters Institut for biologi og kemi. Her har vi 
tilbragt mange timer, da forsøgene viste sig at være noget mere omstændelige end vi havde regnet 
med. 
 
Vi vil her gerne benytte lejligheden til at takke laboratorietekniker Christa Persson Nielsen og Ph.d-
studerende Leise Riber, for daglig vejledning og pædagogiske forklaringer, vores vejleder Anders 
Løbner-Olesen, som trods travlhed og stor rejseaktivitet har været en god støtte, specialestuderende 
Kristine Groth Knudsen, som har delt sin erfaring fra tidligere arbejde med Vibrio cholerae med os 
og Ole Skovgård, som har været behjælpelig i forbindelse med akut problemløsning. 
 
Læsevejledning: De indledende kapitler er af meget teoretisk karakter og kan derfor springes over 
af den sidste del af målgruppen, hvorimod det kan være god baggrundsviden for læsere som er 
mindre inde i emnet. 
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1 Indledning 
Vibrio cholerae er en af de mere betydelige patogene bakterier i den tredje verden. En forståelse af 
dens molekylærbiologiske opbygning er derfor vigtig, ikke mindst hvis der skal fremstilles en 
effektiv behandling/vaccine. 
 
For at studere en bakterie er det væsentligt at kunne manipulere med dens gener og indføre 
fremmede gener i cellen; til dette må man have kloningsvektorer. Velegnede kloningsvektorer er 
plasmider: små cirkulære DNA molekyler, der replikeres uafhængigt af bakteriens kromosom. 
Plasmider findes naturligt i mange bakteriearter, E. coli eksempelvis, men sjældent i Vibrio 
cholerae. De kopieres med samme rate som bakteriens genom (dog ofte i højere antal) og fordeles 
ud i begge dattercellerne under celledeling (Brock et al., 1994). 
 
Ideelt set burde man tage udgangspunkt i et naturligt plasmid fra Vibrio cholerae, hvis man vil 
designe en kloningsvektor til brug i denne bakterie; men da Vibrio cholerae sjældent huser 
plasmider, har man været tvungen til at undersøge andre muligheder. Siden man i 1970’erne blev i 
stand til at arbejde med DNA på molekylært niveau, har man udviklet mange forskellige 
kloningsvektorer på basis af naturlige E. coli plasmider.  
 
Vi vil i dette projekt teste fire af disse E. coli plasmider for at se om de også kan anvendes som 
kloningsvektorer i Vibrio cholerae.  
 
Det var på forhånd ventet at tre af plasmiderne vil blive tabt af Vibrio cholerae under vækst, idet de 
er meget specifikke for E. coli, til gengæld er de gode som vektorer til ekspression af proteiner. Det 
sidste plasmid forventede vi ville blive opretholdt bedre, da den er en såkaldt ’broad host range’ 
vektor. Til gengæld er den ikke en optimal ekspressionsvektor, idet man ikke kan regulere 
expressionen af det indsplejsede gen.  
 
Vi håbede derfor at kunne skabe en optimal vektor ved at fremstille forskellige sammensætninger af 
de to typer plasmider. For at stabilisere de gode ekspressionsvektorer, indsatte vi en såkaldt par-
funktion (partitioning funktion) i vektorerne. Vi anvente hok-sok-systemet, som er en drabsfunktion 
fra R1-plasmidet. Hok (Host killing) og sok (suppression of killing) er henholdsvis toksin og 
antitoksin. Med dette system indsat på plasmidet vil bakterierne kun overleve hvis de beholder 
plasmidet i sig. Tab af plasmidet vil medføre cellens død.  
 
Den anden strategi vi forsøgte, var at gøre ’broad host range’ vektoren til en bedre 
ekspressionsvektor ved at indsætte genet for Lac-repressoren (lacI). Lac-repressoren vil kunne give 
kontrol over den lac-promotor, som plasmidet allerede bærer og dermed over ekspression af et gen 
indsplejset efter promoteren. For en ekspressionsvektor er det vigtigt at man kan lukke 100% ned 
for den indsplejsede sekvens, hvis for eksempel den er giftig for cellen.  
 
Først oprensede vi plasmiderne fra E. coli og transformerede dem ind i Vibrio cholerae. Derpå 
konstruerede vi de ønskede kloningsvektorer og transformerede også disse ind i Vibrio cholerae. Vi 
testede herefter om de blev replikeret og fordelt til dattercellerne ved celledeling eller om de blev 
tabt, så man efter nogle generationer ender med plasmidfrie celler. 
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Til sidst testede vi de to nykonstruerede plasmiders anvendelighed som ekspressionsvektorer ved at 
indsætte et reportergen. Vi anvendte genet for green fluorescent protein (GFP) fra Aequorea 
victoria. 
1.1 Problemformulering 
Kan E. coli kloningsvektorene pBAD18, pBAD33, pNDM220 og pJS14 anvendes til kloning i 
Vibrio cholerae? 
Hvis ikke, kan de så stabiliseres ved indsættelse af par-regioner, eller kan en stabil vektor optimeres 
som ekspressionsvektor ved indsættelse af  et kontrolelement? 
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2 Bakterier 
Bakterier er oftest encellede, mikroskopiske og uden cellekerne, da bakterier er prokaryote 
organismer. Arvematerialet befinder sig derved ikke i en kerne og indeholder ej heller andre 
membranklædte celleorganer (organeller). Bakteriers diameter er i reglen under 1/1000 mm. 
Adskillige arter er i stand til at bevæge sig ved hjælp af fimrehår. Bakterier kan desuden indeholde 
arvemateriale i form af plasmider (Lyhne, 1995). 
Formering hos bakterier sker ved tværspaltning og der dannes ofte modstandsdygtige sporer, dog er 
dette ikke tilfældet med Vibrio cholerae, der kan overleve mangel på næring. Størstedelen af 
bakterierne er heterotrofe. Bakterier formerer sig ukønnet, men der forekommer forskellige former 
for genetisk rekombination. (Se under afsnittet om plasmider) (Lyhne, 1995). 
 
Der skelnes mellem bakteriers form; kuglebakterier, baciller (stavformede), herunder hører Vibrio 
cholerae og E. coli, og spiriller (skrueformede). På baggrund af forskelle i cellevæggens opbygning, 
inddeles bakterier i Gram-positive og Gram-negative. Gram-positive bakterier har en simpel 
opbygning af cellevæggen, der er tyk, hvorimod Gram-negative bakterier har en langt mere 
kompliceret cellevæg, som derimod er tynd (Lyhne, 1995). 
 
3 Vibrio cholerae 
Vibrio cholerae tilhører familien Vibrionaceae, som omfatter en række af arter, der alle er Gram-
negative, komma- eller stavformede og har aktiv bevægelse ved hjælp af flageller. V. cholerae har 
været kendt siden 1854 og er humanpatogen ved forårsagelse af sygdommen kolera. Den primære 
sygdomsfaktor er cholera toksinet, som påvirker adenylatcyklasen i tarmepitelet, hvilket medfører 
at saltbalancen mellem tarmhulen og tarmepitel forrykkes, hvorved væske ved osmosisk tryk 
trækkes ud i tarmhulen. Dette kommer til udtryk som ekstrem dehydrering. Kolerabakterien er ikke 
sporedannende og er derved ikke indkapslet. Derimod er V. cholerae i flydende medier beskyttet af 
et gelatinøst lag, som omslutter enkelte bakterieceller (Brock et al., 1994). 
 
De patogene stammer af Vibrio cholerae, der danner cholera toksinet, forårsager sygdommen 
kolera. Kolera smitter gennem forurenet vand og fødevarer og medfører akut mave- og 
tarminfektion. Sygdommen medfører en ekstrem dehydrering og er derved dødelig. Der 
forekommer mellem 200–500 millioner tilfælde om året, især i tredjeverdenslande (Heidelberg et 
al). 
 
3.1 Cholera toksinet 
Cholera toksinet tilhører gruppen af enterotoksiner. Enterotoksiner er exotoksiner, toksiner som 
frigives ekstracellulært når organismen vokser, som virker på tyndtarmen, der generelt forårsager et 
væsentligt sekret af væske i tarmhulrummet, som leder til diarrésymptomer (Brock et al., 1994). 
 
I den akutte fase af kolera er mængden af vandsekret i tyndtarmen større end reabsorptionen i 
tyktarmen, hvorved der forekommer et betydeligt væsketab. Den bedste behandling mod 
sygdommen er oral indtagelse af en elektrolytopløsning indeholdende opløsningsstoffer til at 
erstatte tab af væske og ioner (Brock et al., 1994). 
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3.2 Morfologiske karakteristika 
V. cholerae har størrelsen 1,5 – 5 µm, som dog kan variere lidt. Organismerne forekommer ofte i 
par, i enten en S-form, der er mest almindelig, eller en C-form (Stewart and Bigger, 1968). Gamle 
bakterier mister deres kurvede form, og kan derved ikke skelnes fra en koliform bakterie. 
Bakteriens flagel består af tre tråde af proteinet flagellin, som er snoet omkring hinanden (Stewart 
and Bigger, 1968). 
 
3.3 Genetiske egenskaber 
V. cholerae indeholder to cirkulære kromosomer af forskellig størrelse. Det samlede genom har 
størrelsen 4 Mb, fordelt på de to kromosomer på henholdsvis 2,96 Mb og 1,07 Mb. Kromosom 2, 
som er det mindste, indeholder færre vigtige gener end kromosom 1. Begge kromosomer er 
bærende af betydelige gener. Det mentes, at kromosom 2 er et megaplasmid, da det bærer visse 
plasmidlignende karakteristika, men dette modvises af en undersøgelse fra 2004, der påpeger at 
begge kromosomer repliceres med samme rate ved celledelingen. Hidtil har forskningen 
koncentreret sig om bakterier med kun et kromosom, men det har vist sig at der findes adskillige, 
som har flere. Tilstedeværelsen af to kromosomer er karakteristisk for Vibrio-arter(Heidelberg et 
al., 2000). 
 
3.4 Kulturmæssige preferancer 
V. cholerae er principielt aerobe, men kan under anaerobe forhold forgære visse kulhydrater. Dette 
sker ved anaerob respiration, hvor der dannes energi ved nedbrydning af glukose uden forbrug af ilt. 
Derimod er V. cholerae sensitiv over for syre, som dannes hvis mediet de vokser i indeholder 
betydelige mængder af kulhydrater, som kan forgæres. Som et resultat af dette, vil bakterien dø. 
Langt de fleste Vibrio-arter foretrækker et basisk miljø, for at opnå ideel vækst og størstedelen af 
arterne lever ved pH 6,5 – 9. V. cholerae kan dog tåle en pH på op til 10. Ved pH lavere end 6,5 vil 
bakterierne dø. Den optimale temperatur for V. cholerae er 37 °C, men kan tolerere temperaturer 
mellem 20 og 42 °C. Enkelte Vibrio-arter kan overleve helt ned til en temperatur på 4 °C 
(Heidelberg et al., 2000). 
 
V. cholerae har, ligesom E. coli, simple næringskrav; de er prototrofe og gror hurtigt i almindelige 
laboratoriemedier, der dannes en ny generation hvert 30. minut. V. cholerae gror i medier, som 
indeholder en organisk nitrogenkilde, kulhydrat og mineraler. Vibriobakterier er fritlevende og er 
oftest marine organismer; en af de mest almindelige i overfladevand. De fleste arter i familien 
Vibrionaceae har et behov for natriumklorid mellem 2-3% eller havvand for optimal vækst. Dog 
lever enkelte arter i ferskvand (Boone et al., 2001). Kolerabakterien er ikke i stand til at fordøje 
laktose, da den ikke indeholder lac-operonet (Stewart and Bigger, 1968). 
 
4 E. coli 
E. coli blev isoleret første gang i 1885 af den tyske bakteriolog Theodor Eshcerich. Escherichia coli 
tilhører familien Enterobacteriacae.  Han navngav organismen Bacterium coli, hvilket henleder til 
cellens stavform. Bacterium betyder stavformet og coli betyder colon (tyktarmen hos 
hvirveldyrene). Slægtsnavnet Bacterium er senere blevet ændret til Escherichia til ære for 
bakteriens opdager (Brock et al., 1994). 
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Escherichia coli er den bedst studerede prokaryote organisme og den anvendes ofte i laboratorier, 
da den er let at arbejde med; selv hvis man har problemer med sterile teknikker og andre 
bakteriologiske procedurer. Samtidig er E. coli også velegnet til studier af virologi og er kompetent 
til genetiske krydsninger. Disse faktorer er medvirkende årsager til, at biokemikere og 
molekylærbiologer har været i stand til at opnå den viden om molekylær cellebiologi vi har i dag. 
En anden værdifuld egenskab ved E. coli er dens evne til at understøtte vækst af en hel række 
bakteriophager. Der er kendskab til et stort antal bakteriophager, der er specifikke for E. coli som 
ved phagmedieret transduktion er i stand til at indføre gener i E. coli. Bacteriophager agerer derved 
som vektorer. Dette har gjort det muligt at studere de forskellige karakteristika af vira samt 
virusmultiplikation i detaljer (Brock et al., 1994). 
5 Antibiotika og resistens 
5.1 Antibiotika 
Antibiotika er, snævert defineret, kemiske forbindelser dannet af mikroorganismer til forsvar mod 
andre mikroorganismer. Der findes dog også en lang række syntiske antibiotika. Figur 1 viser 
strukturen af fire af de antibiotika som vi vil bruge i vores projekt. 
Figur 1 - Fire af de antibiotika vi vil bruge i vores projekt: Ampicillin er et syntetisk penicillin. Alle 
penicillinerne har β-lactam- og thiazolidin ringene til fælles men varierer ved den N-acyl gruppe de bærer. 
Chloramphenicol er et naturligt antibiotika fra actinomyceten Streptomyces venezuelae. Kanamycin: 
aminoglycosid fra Streptomyces kanamyceticus. Streptomycin er et aminoglycosid fra Streptomyces griseus.
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Generelt kan man dele antibiotika op i tre grupper: Bacteriostatiske, bacteriocide og 
bacteriolytiske (Brock et al., 1994). 
 
De bacteriostatiske slår ikke cellen ihjel, men forhindrer den blot i at dele sig; f. eks. 
chloramphenicol som binder til 50S enheden hos ribosomerne og derved forhindrer protein 
syntesen. Bindingen er svag, så hvis koncentrationen er lav eller svinder, vil cellen kunne vokse 
videre. 
 
De bacteriocide stoffer slår cellen ihjel, men uden at cellen lyseres. De virker ofte ved samme 
mekanisme som de bacteriostatiske men deres binding til målet er kraftigere end disses. Et 
eksempel på dette er kanamycin som binder til 30S enheden af ribosomerne og giver fejllæsning af 
mRNA. 
 
Bacteriolytiske stoffer dræber cellerne ved at inducere lysis. Det klasiske eksempel er penicillinerne 
(også kaldet β-lactamer, deriblandt ampicillin) som hindrer syntesen af krydsbindinger i 
cellevæggen ved at binde til de transpeptidaser som udfører krydsbindingerne, men da de ikke 
hindrer de øvrige vækstprocesser, vil cellen vokse videre indtil den sprænges af det osmotiske tryk. 
 
 
5.2 Antibiotikaresistens 
Da bakterier har levet side om side med antibiotikasyntetiserende mikroorganismer op igennem 
evolutionen er det ikke underligt at de også har fundet på måder til at beskytte sig mod disse stoffer. 
Nedenfor er givet en oversigt over de generelle strategier som bakterier anvender for at beskytte sig 
mod antibiotika (Hayes and Wolf, 1990; Davies, 1994). 
 
1 Reduceret influx (optag) af stoffet. Almindelige kliniske antibiotika vil ofte kunne passere 
over membranen hos gram-positive bakterier, da de (antibiotikaerne) er relativt hydrofobe; 
men de er tit for lipofile til at kunne passere ydremembranen hos gram-negative bakterier 
(pga. Lipopolysaccharidlaget som gør den ydre membran mindre letflydende end den 
cytoplasmiske membran; den deraf mindre ”omrøring” hæmmer diffusion over 
membranen). I stedet benytter antibiotika mod gram-negative bakterier diffusionskanaler 
kaldet poriner i den ydre membran. Det har vist sig at bakterier kan beskytte sig mod 
antibiotika ved enten, ved mutation, at miste disse kanaler eller ændre deres specificitet, så 
optaget mindskes (chloramphenicol). 
 
2 Øget efflux (udpumpning). Visse plasmidbårne resistensgener koder for membranproteiner 
som kan pumpe antibiotikumet ud af cellen (f. eks TetA, B og C som pumper tetracyclin 
ud af cellen ved en energikrævende proces). 
 
3 Modifikation af målet, så antibiotikumet enten ikke kan binde eller binder svagere (β-
lactamer, streptomycin og rifampicin). 
 
4 Enzymatisk nedbrydning  eller derivatisering af antibiotikumet. For eksempel β-lactamase 
som klipper/hydrolyserer den aktive del af penicillinerne – β-lactam ringen og 
chloramphenicol acetyl transferase som overfører en acyl-gruppe til en af alkohol 
grupperne på chloramphenicol. I begge tilfælde inaktiveres antibiotikaet. 
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5 Cellen kan udtrykke proteiner som specifikt binder til antibiotikamolekylet og derved 
forhindrer det i at virke (β-lactamer). 
 
Mange af de ovennævnte resistensmekanismer kan bæres på plasmider som kan overføres mellem 
bakterier, mens f. eks resistens mod Rifampicin kun ses som kromosomalt båren resistens. Man kan 
med fordel foretage en skelnen mellem disse to former for resistens: Endogen (kromosomal) 
resistens kontra exogen (plasmidbåren) resistens (Silver and Bostian, 1993). 
 
Endogen resistens kan opstå i rene kulturer og man kan let selektere mutanter ved at dyrke 
bakterierne på et medie med antibiotikumet i tilstrækkelig høj koncentration. Endogen resistens 
opstår oftest ved ændringer af målmolekylet eller ved inaktivering af de membranproteiner som 
transporterer den stofgruppe som antibiotikummet tilhører over membranen. I begge tilfælde vil 
mutationen næppe være til cellens fordel i fravær af selektionspresset (det vil sige i fravær af 
antibiotikumet). Antibiotika som er følsomme over for endogene resistenser vil ofte kun have ét 
bindingspunkt til deres mål, således at mutationen kan opstå ved en punktmutation (og dermed kun 
en enkelt ændring i proteinets aminosyresekvens) – resistens mod rifampicin opstår således ved en 
punkt-mutation i genet rpoB  (RNA polymerasens β’ subunit). Den Vibrio cholerae stamme som vi 
vil bruge i vores forsøg (Bah-2) er resistent mod streptomycin, som følge af en mutation i det 
kromosomale gen for et af de proteiner, som indgår i ribosomerne (rpsL-genet) . 
 
Exogene resistenser vil ofte være genetisk dominante (endogene vil ofte være vigende) dvs. de 
overføres horizontalt og tilfører cellen et enzym med en afgiftende effekt, snarere end de ændrer 
eksisterende  enzymer i cellen. Exogene resistenser vil derfor sandsynligvis blive opretholdt bedre i 
cellen, da deres eneste negative bidrag er den extra energi cellen skal bruge på at udtrykke dem. 
 
5.3 Oprindelse af resistengener 
Mens endogene resistenser er lette at redegøre for, er der mere tvivl om oprindelsen af exogene 
resistenser. Man regner på nuværende tidspunkt med at de gener man finder på resistenplasmider 
oprindeligt stammer fra de antibiotikaproducerende mikroorgansimer selv og at de ad omveje er 
blevet spredt i det mikrobielle miljø. Denne antagelse bygger på sammenligninger af 
proteinsekvenser mellem R-plasmid gener og gener som de antibiotikasyntetiserende organismer 
selv bærer (for at beskytte sig selv) (Davies, 1992). 
 
6 Plasmider 
Plasmider er små, cirkelformede molekyler af dobbeltstrenget DNA. De er replikoner, hvilket vil 
sige at de indeholder et origin of replikation og dermed kan dublikeres og videregives til 
dattercellerne ved celledeling. Plasmidgenerne sætter bakterien i stand til at producere enzymer, der 
ikke er nødvendige for normale stofskifteprocesser, men som kan vise sig nyttige for bakterien 
under særlige vilkår. På nuværende tidspunkt kendes der allerede mange plasmider og der bliver 
stadig fundet flere (Primrose et al., 2001). 
 
Plasmider er ofte i besiddelse af en resistensfaktor, som gør bakterier modstandsdygtige mod 
antibiotika og andre giftstoffer, og som kan overføres mellem bakterier indbyrdes. Disse gener 
indgår ikke i bakteriekromosomet, men findes hovedsagligt på plasmider, der ligger frit i 
cytoplasmaet. For at bakterier kan opretholde deres selektive fordele er det essentielt at de hurtigt 
kan dele gener imellem sig. Plasmider er i stand til at kopiere sig selv, og de kan nemt overføres fra 
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bakterie til bakterie og fører dermed arveanlæg med sig. Plasmider forekommer tilnærmelsesvis i 
alle bakterier. Plasmider er også i stand til at trænge ind i gærceller og planteceller og bruges derfor 
som vektor for indsplejsede gener. 
 
Oprindelsen til plasmider er ikke kendt. De produceres af bakterierne, og en bakterie, som har 
mistet sine plasmider, kan kun erhverve nye ved at optage dem fra andre bakterier. Plasmider deler 
sig samtidig med bakterien, der huser dem, og overføres til begge datterceller ganske som 
kromosomgenerne, men de kan også dele sig uafhængigt af bakterien og må i denne henseende 
betragtes som selvstændige organismer. Enkelte plasmider kan overføre sig selv til andre bakterier 
ved at stimulere værtscellen til konjugation. (Campbell and Reece, 2002). 
 
6.1 Origin of replication 
Origin of replication, som forkortes ori, er stedet på plasmidet hvor replikationen af plasmidet 
begynder. Origin of replication består af en specifik nukleotidsekvens, som genkendes af de 
proteiner, der starter DNA-replikationen. Disse proteiner bindes til ori og får de to DNA-strenge til 
at separeres ved dannelse af en ’replikationsboble’. Punktet hvor replikationen finder sted kaldes en 
replikationsgaffel, replikationen kan være unidirectionel eller bidirektionel alt efter om der dannes 
en eller to replikationsgafler. Selve replikationsgaffelen er en Y-formet struktur, hvor de nye DNA-
strenge dannes. Replikationsgaffelen (eller replikationsgaffelerne) vil bevæge sig fra startpunket 
(ori) og hele vejen rundt, indtil plasmidet er replikeret. Replikationsprocessen fremgår af Figur 2. 
 
Plasmider og bakteriekromosomer har oftest kun et ori. I modsætning til prokaryote organismer har 
eukaryote kromosomer hundredvis eller tusindvis af replication origins (Brock et al., 1994; 
Campbell and Reece, 2002). 
 
 
Figur 2 – Replikation begyndende ved origin of replication. 
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6.1.1 Plasmid kopital 
Plasmiders kopital er bestemt ud fra regulering ved begyndelsen af plasmidreplikationen. To større 
mekanismer kontrollerer begyndelsen af replikation; regulering ved antisene-RNA og regulering 
ved binding af essentielle proteiner til iterons (Primrose et al., 2001). 
 
I plasmider med et ColE1 ori er primeren for DNA replikation RNA II (et 555-basers 
ribonukleotidmolekyle). RNA II danner en RNA-DNA-hybrid ved origin of replication og udgør en 
primer for DNA polymerasen. RNA II kan kun agere som primer, hvis det trimmes af RNase H. 
Hvis dette ikke sker, vil replikationen ikke forløbe. Replikationen reguleres af RNA I (et 108-basers 
RNA-molekyle), som er komplementær til RNA II. RNA I og RNA II kan bindes til hinanden og 
danne et dobbeltstrenget RNA-helix, hvilket forhindrer RNase H i at omdanne RNA II til primer. 
Dermed er RNA II ikke i stand til at agere som primer og replikationen forløber ikke. På denne vis 
holdes kopitallet nede (Primrose et al., 2001).  
RNA I syntetiseres fra en konstitutiv promoter, så hvis der er et højt kopital af plasmidet, 
syntetiseres der mere RNA I, samtidig er halveringstiden for RNA I betydeligt kortere end for RNA 
II. Når værtscellen deler sig, vil der være så lavt et niveau af RNA I hos dattercellerne, at plasmidet 
replikeres igen, indtil der igen er opnået så højt et kopital, at koncentrationen af RNA I forhindrer 
replikationen (Primrose et al., 2001). 
Foruden RNA I hjælper det plasmidkodede protein Rob med at opretholde kopitallet. Rob danner en 
dimer, som forøger bindingen parringen mellem RNA I og RNA II og hæmmer dermed dannelsen 
af primer-RNA II, selv ved relativt lave koncentrationer af RNA I (Primrose et al., 2001). 
 
Mange broad host range plasmider har en ori-region der indeholder tre til syv iteron-sekevenser (17-
22 bp lange). Nær ori sidder genet repA, som koder for proteinet RepA. Dette protein er det eneste 
plasmidkodede protein der kræves for replikation. RepA bindes til iterons og starter DNA 
syntetisering (Primrose et al., 2001). 
Kontrollen af kopitallet udøves af to overlappende mekanismer. Den første mekanisme er, at RepA-
proteinet undertrykker dets egen syntese ved at binde til dets egen promotorregion, hvorved der 
blokeres for transkription af repA. Hvis kopitallet er højt undertrykkes syntetiseringen af RepA. 
Efter celledeling er kopitallet og koncentrationen af RepA reduceret og replikationen starter. Den 
anden mekanisme er, at RepA kan forbinde to plasmider ved at bindes til deres iteron-sekvenser og 
forhindrer derved at replikationen starter. Replikationen af iteron plasmider afhænger af både 
koncentrationen af RepA og koncentrationen af plasmider (Primrose et al., 2001). 
 
6.2 Supercoiling 
I et afslappet (relaxed) dobbelt helixstruktur vil de to strenge tviste en omgang rundt om den 
spiralformede akse for hver 10,5 basepar. Plasmider kan foldes uden at strengene deler sig, hvorved 
de danner en såkaldt supercoil-struktur, som er når strengene bliver tvistet enten mere eller mindre 
end den afslappede tilstand. Supercoiling kan opdeles i to typer; henholdsvis positiv og negativ, 
hvilket fremgår af Figur 3. Hvis strengene er tvistet samme retning som helixstrukturen er det 
positiv supercoiling, mens tvistning i modsat retning er negativ supercoiling. In vivo forekommer 
plasmider som supercoiled og ikke afslappet. Transformation er desuden nemmere at udføre når 
plasmidet er supercoiled, hvilket er af stor betydning i dette projekt (Summers, 1996). 
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Figur 3 - Supercoiling 
 
6.3 Udveksling af genetisk materiale 
Bakterier overfører og optager arvemateriale fra andre bakterier. Dette kan ske ved: 
1) Optagelse af frit arvemateriale fra miljøet – transformation. 
2) Overførsel af arvemateriale via bakterievirus – transduktion. 
3) Overførsel af arvemateriale ved direkte kontakt mellem to celler – konjugation. 
 
6.3.1 Transformation 
Transformation er, når en celle optager fremmed DNA fra omgivelserne, hvorved dens genetiske 
egenskaber ændres. Mange bakterier, dog ikke alle, besidder overfladeproteiner, som er 
specialiseret i at optage nøgent DNA fra omgivelserne. Disse proteiner genkender specifikt DNA 
fra nært beslægtede bakteriearter og transporterer dette. For eksempel menes E. coli ikke, at besidde 
nogen form for speciel mekanisme til optagelse af fremmed DNA. Dog er det muligt at stimulere E. 
coli til at optage små stykker af fremmed DNA ved at placere den i et medie indeholdende en relativ 
stor koncentration af kalciumioner (Campbell and Reece, 2002). 
Kompetente celler er karakteriseret ved at være i stand til at optage fremmed DNA og dermed blive 
transformeret(Brock et al., 1994). 
 
6.3.2 Konjugation 
Konjugation er en direkte overførsel af genetisk materiale mellem to bakterieceller, som 
midlertidigt er forbundet med hinanden. Overførslen sker kun i én retning; en celle donerer DNA, 
en anden celle modtager generne (Campbell and Reece, 2002). DNA-doneren refereres også til som 
værende hanlig, mens modtageren er hunlig. Plasmider kan opdeles i de konjugerbare og non-
konjugerbare plasmider afhængig af om de indeholder tra-gener (transfer-gener), som gør værten i 
stand til at overføre genetisk materiale (Primrose et al., 2001). 
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Konjugationen indleder med, at donorbakterien og modtagerbakterien danner forbindelse med 
hinanden via sex pili, dannet af donorbakterien som genoverførslen kan ske igennem. Forbindelsen 
mellem de to bakterier stabiliseres af specielle bakterieoverfladeproteiner. Donoren producerer et 
protein kompleks der danner en pore der forlænger gennem de to bakteriers cellevægge og forbinder 
disses cytoplasmaer. I donorcellen skæres i plasmidets ene streng i transfer origin-sitet, kaldt oriT. I 
den ene ende af den skårede DNA-streng fæstnes proteinet Mob (mobiliseringsprotein) ved en 
kovalent binding. Mob virker på mating pore-proteinerne således at den ene ende af den DNA-
streng der skal overføres, bindes til poren. Ved oriT starter der en ’rolling circle’ replikation, 
således at der dannes en enkeltstrenget kopi af plasmidet, som bevæges gennem poren. Når den 
anden ende af den overførende plasmid-DNA-steng når poren, forbindes denne med en kovalent 
binding til den anførende ende, som stadig er forbundet der i et Mob-protein-porekompleks. 
Dermed er der indført en lukket enkeltstrenget kopi af plasmidet i modtageres cytoplasma. Den 
anden streng dannes ved DNA-replikation i modtageren og der vil et dobbeltstrenget plasmid i 
modtageren (Salyers and Shoemaker, 1994). 
 
Konjugative plasmider kan også overføre andre mobiliserbare plasmider, som ikke er i stand til at 
overføre dem selv, da de mangler tra-generne og dermed evnen til dannelsen af pili og pore 
komponenter. De mobiliserbare plasmider er i stand til at udnytte overførselsegenskaberne hos de 
selvoverførende plasmider. De mobiliserbare plasmider indeholder selv generne for proteinerne der 
begynder overførselsprocessen, ved at lave snittet i den ene streng i oriT og ellers overføres ved 
samme princip. Det mobiliserbare plasmid vil være overført fra donoren til modtageren ved hjælp af 
det selvoverførende plasmid (Salyers and Shoemaker, 1994). 
 
 
Figur 4 – Konjugation 
 
F-faktorens plasmidform er F-plasmider. Dette består af cirka 25 gener, hvoraf størstedelen kræves 
for produktionen af sex pili. Hvis en celle indeholder F-plasmidet noteres det F+ (hanlige), mens 
celler uden F-faktoren noteres F- (hunlige). F+ tilstanden er arvelig; F-plasmidet replikeres synkront 
med det kromosomale DNA. Deling af en F+ celle giver normalt ophav til to F+ datterceller. Ved 
konjugation mellem en F+-bakterie og en F--bakterie replikeres F-plasmidet fra F+-cellen og 
overføres til F--cellen, som derved er blevet en F+-celle. F-faktoren kan enten eksistere som et 
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DNA-segment på bakteriekromosomet eller i form af et plasmid. Et genetisk element, der både kan 
eksistere som et plasmid eller som en del af et bakteriekromosom, kaldes et episom. Et eksempel på 
dette er F-faktoren. 
 
7 Kloningsvektorer 
Da man tilbage i 1970’erne begyndte at arbejde med DNA på molekylært niveau, havde man brug 
for en måde at isolere enkelte gener/DNA fragmenter fra resten af det genom som de kom fra. Man 
havde samtidig ofte brug for at kunne mangfoldiggøre det pågældende stykke DNA for at kunne 
studere det (for eksempel sekventere det). Man havde kort sagt brug for at kunne klone DNA. 
Plasmider viste sig at være ideelle til dette formål og og ud fra naturlige plasmider kunne man 
konstruere kloningvektorer med lige de egenskaber man havde brug for. 
 
En kloningsvektor bærer et origin of replikation, oftest et ori fra et plasmid med højt kopital, da 
formålet jo er at få mange kopier af plasmidet (og det DNA man vil klone). For at kunne selektere 
de celler som indeholder plasmidet vil vektoren også bære et eller flere resistensgener. Til at 
indsætte fremmede DNA fragmenter vil der være et såkaldt ’multiple cloning site’ så man kan åbne 
det cirkulære plasmid op uden at ødelægger hverken origin of replikation eller resistensgener. Et 
’multiple cloning site’ er en række restriktionssites som kun skærer plasmidet på dette sted således 
at plasmidet kun åbnes, ikke skæres i stykker (Brock et al., 1994) 
 
Den simple opbygning af en kloningsvektor gør plasmidet meget lille (2 – 10 kilobasepar) og 
dermed let at håndtere med in vitro teknikker og samtidigt let at indføre i en bakteriecelle. Når 
plasmidet er indført i en celle kan man opformere det (og det indsatte DNA fragment) ved  at dyrke 
bakterierne og efterfølgendende oprense plasmidet. 
 
7.1 Ekspressionsvektorer 
Når man var i stand til at klone DNA var det naturligt at man også forsøgte at udtrykke de klonede 
gener. Til dette udviklede man ekspressionsvektorer. De er gode til at udtrykke de gener der er sat 
ind i cellen, samt undertrykke dem når de ikke ønskes udtrykt. Dette er af meget stor betydning hvis 
der er tale om gener der er giftige for cellen. Alle gode ekspressionsvektorer er i besiddelse af en 
promoter og en operator der opererer sammen med cellens naturlige DNA transkriptionssystem. 
Men er i modsætningen til andre vektorer i stand til både at skrue op og med for transkriptionen, 
ved hjælp af repressorproteiner, og dermed regulere i hvor stort omfang genet, der sidder på 
plasmidet kommer til udtryk. Det er vigtigt at der er tale om en stærk promoter da det er i denne, at 
den første binding finder sted, og det er denne hele transkriptionen afhænger af (Brock et al., 1994). 
 
Blandt de fire plasmider, der er brugt i dette projekt, er de tre, pBAD33, pBAD18 og pNDM220 
gode ekspressionsvektorer i E. coli, mens det endnu ikke er undersøgt om de også er det i V. 
cholerae, men det er meget sandsynligt at de er det. Det forventes dog at der skal ske nogle 
ændringer med dem, for at sikre en stabil nedarvning, således at plasmidet ikke går tabt undervejs. 
Således kan plasmider godt være gode kloningsvektorer, men hvis de ikke nedarves til alle 
dattercellerne kan de ikke bruges, uden at der laves nogle ændringer. Disse ændringer bliver i dette 
tilfælde indsættelse af et hok-sok system, som er beskrevet i afsnittet om par-funktioner. 
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7.1.1 pBAD18 og pBAD33 
pBAD-vektorer er gode ekspressionsvektorer, da de tilbyder ekstrem god kontrol af udtrykning af 
gener. pBAD-vektorerne dækker over en række af konstruerede plasmidvektorer, der indeholder 
PBAD-promotoren fra araBAD (arabinose) operonet, samt det regulerende gen araC, som koder for 
repressoren til regulering af PBAD-promotoren. AraC-proteinet fungerer som både positiv og negativ 
regulator (Guzman et al., 1995). 
AraC-proteinet har en C-terminal og en N-terminal, hvor C-terminalen er der, hvor AraC binder til 
DNA, mens AraC ved N-terminalen danner en dimer med et andet AraC-protein. Ved fravær af 
arabinose binder AraC-dimeren til to half-sites, O2 og I1, på araBAD operonet, hvorved der dannes 
et DNA-loop på 210 bp, som derved blokerer for transkription (se Figur 5) (Primrose et al., 2001), 
som dog stadig vil foregå på et meget lavt niveau (Guzman et al., 1995). Arabinose vil ved 
tilstedeværelse bindes til AraC og forårsage en strukturændring af AraC-dimeren, som derved 
slipper O2-sitet og i stedet binder til I2-sitet, der er nærliggende til I1-sitet. Dette frigør DNA-loopet 
og tillader transkripton fra PBAD-promotoren (Primrose et al., 2001). 
 
 
 
Figur 5 – AraC-proteinet har en N-terminal, hvor det danner en dimer med et andet AraC-protein, og en C-
terminal, som er bindingssted til DNA. På den venstre del af figuren fremgår det, hvordan AraC-dimeren uden 
tilstedeværelse af arabinose binder til O2-sitet og I2-sitet på araBAD-operonet, hvorved der blokeres for 
transkription på grund af det dannede DNA-loop. Den højre del af figuren viser derimod, at tilstedeværelsen af 
arabinose medfører at AraC-dimeren ændrer struktur og i stedet bindes til I1-sitet og I2-sitet, hvilket gør 
transkription muligt, da der ikke længere er dannet et DNA-loop. http://www.arac-
xyls.org/images/ARAPROMOTERS.GIF 
 
Bindingen af AraC til I1 og I2 aktiveres ved tilstedeværelsen af cAMP og dettes aktivator protein 
CAP (Primrose et al., 2001). Tilstedeværelse af glukose hæmmer syntetiseringen af cAMP og det 
reducerede niveau af cAMP medfører formindsket ekspression fra PBAD-promotoren (Guzman et al., 
1995; Primrose et al., 2001). 
 
Repression af PBAD-promotoren er hurtig og effektiv. Dette er dog ikke ensbetydende med, at 
ekspressionsniveauet af de PBAD-regulerede gener er nul i den hæmmede tilstand. PBAD-promotoren 
har også en meget hurtig induktionshastighed (Guzman et al., 1995). 
 
pBAD18 er et 4613 bp plasmid, som indeholder araC-genet og PBAD-promotoren med efterfølgende 
MCS. Straks downstream for MCS findes rrnB transskription terminatorer. pBAD18 har to origin 
of replication; et ColE1 ori og et M13 phag ori for produktion af enkelt strenget DNA. Desuden 
bærer plasmidet genet for  β-lactamase, som giver ampicillinresistens (Guzman et al., 1995). 
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Figur 6 – pBAD18 og pBAD33 
 
pBAD33 består af 5356 bp og er afledt fra pBAD18 og adskiller sig ved at have et p15A origin of 
replication. Desuden har pBAD33 et lavere kopital og har chloramphenicolresistens 
(chloramphenicol acetyltransferase) (Guzman et al., 1995). 
 
7.1.2 pNDM220 
pNDM220 er en expressionsvektor baseret på lac-operonet. Figur 7 viser opbygningen af det fulde 
lac-operon. I fravær af lactose vil lac-repressoren binde til operatoren og forhindre RNA 
polymerasen i at binde til lac-promotoren – dermed er opreronet lukket ned. I tilstædeværelse af 
laktose dannes induceren allolaktose (en laktose analog der dannes i små mængder ud fra laktose) 
som binder til lac-repressoren og inaktivere denne ved at ændre repressorens form, så den ikke 
længere kan bindes til operatoren. Hermed kan RNA polymerasen binde til den frie lac-promoter og 
generne transkriberes.  
 
pNDM220 består af 10.398 bp og har en lac-promotor (med operator) med efterfølgende MCS, 
samt regulatorgenet lacIq for lac-repressoren. lacIq er en mutation af lacI, hvor promotoren er 
muteret så der produceres en øget mængde repressorprotein. Dette sikrer en bedre nedlukning af 
promoteren. 
 
 lac-operonet kan i stedet for laktose induceres af isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG). IPTG er en 
såkaldt gratuitous inducer: dvs. den, i modsætning til laktose, ikke bliver nedbrudt af β-
Galactosidase. Endvidere er IPTG ikke afhængig af lac-permeasen for at komme ind i cellen, den 
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optages i cellen på  koncentrationsafhængig vis. Man  kan altså bedre styre doseringen (Primrose et 
al., 2001). 
 
 
 
Figur 7 – Lac-operon lac-operonet består af tre strukturgener; lacZ, lacY og lacA. Det første gen, lacZ koder for 
ß-Galaktosidaseenzymet, som hydrolyserer laktose til glukose og galaktose. Det andet gen, lacY koder for en 
permease, som er et membranprotein, der kræves for transport af laktose gennem cellemembranen. Det tredje, 
og sidste gen, lacA koder for enzymet transacetylase, hvis funktion i laktosemetabolismen stadig ikke er klarlagt. 
lacI koder for lac-repressoren. Transskriptionen begynder ved promotoren (lacP). Figur fra (Campbell and 
Reece, 2002) 
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Figur 8 – pNDM220 
 
pNDM220 er et temperatursensitivt runaway lav-kopiplasmid.. Ved 30 °C grader er kopitallet på 
cirka 4 per celle, mens der vil være opnået et kopital på over 2000 / celle efter fire timer ved 42 °C 
(Larsen et al., 1984). pNDM220 indeholder en aktiv par-funktion (nærmere beskrevet i kapitel 9 om 
par-funktioner), som gør at plasmidet bedre opretholdes. pNDM220 bærer genet for β-lactamase. 
 
7.2 Broad Host Range Vektorer 
Som navnet indikerer er dette en vektor der kan fungere i en lang række bakterier, specielt de gram 
negative, den har altså ingen specifik vært. Dette er af stor betydning, da det derved bliver muligt at 
bruge samme vektor i mange forskellige værtsceller. Dermed kan man med en broad host range 
vektor arbejde med vektorer, man kender godt og ved hvordan opfører sig i forskellige processer. 
Det er set at broad host range plasmider fra Gram-negative bakterier kan mobilisere DNA til Gram-
positive bakterier og gær. Dette viser at der er en mulighed for overførsel af DNA fra et rige til et 
andet. Selvom plasmidet ikke vil være i stand til at replikere sig, vil det indgå i genpuljen i nogen 
tid, og gener fra plasmidet vil kunne føres videre som følge af overkrydsning. Dette er af stor 
betydning, da det derved bliver muligt at bruge samme vektor i mange forskellige værtsceller. 
Dermed kan man med en broad host range vektor arbejde med vektorer, man kender godt og ved 
hvordan opfører sig i forskellige processer. 
 
Det fjerde plasmid, pJS14, er ikke en god ekspressionsvektor men er til gengæld en broad host 
vektor, hvilket betyder at det bliver nemmere at arbejde med den, da det vil medføre flere måder at 
få den ind i cellen på. Således er det ikke nødvendigt at bruge elektroporese da den kan også mates 
ind (Brock et al., 1994; Birge, 2000). 
 
7.2.1 pJS14 
Der er blevet fremstillet talrige broad host range vektorer til brug ved genetisk analyse af andre 
prokaryoter end E. coli. De tidligere broad host range vektorer har været nyttige, men er typisk ret 
store (>10 kb) og har ofte haft begrænsede kloningssites. Der har været afledt nogle mindre broad 
host range vektorer, som dog har vist sig at være ret ustabile. Begrænsningerne på tidligere broad 
host range vektorer har gjort brugen af dem mindre attraktivt. pBBR1MCS er et konstrueret broad 
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host range plasmid på 4,7 kb, som bærer genet for chloramphenicol acetyltransferase 
(CamR)(Kovach et al., 1995). Det har som pNDM220 en lac-promoter – men ikke nogen lac-
repressor. Samt et multiple kloning site inden for et lacZα-fragment.  
 
Plasmidet er en videreudvikling af et plasmid pBBR1 isoleret fra den gram-positive Bordetella 
bronchiseptica S87(Antoine and Locht, 1992). Det bærer et origin of replication kaldet rep og en 
mobiliserings sekvens (mob) fra dette plasmid. 
  
pJS14 er et broad host range plasmid, som er afledt fra pBBR1MCS med mindre modifikationer 
pJS14 består af omtrent 5000 bp og har en lac-promotor efterfulgt af lacZα-fragmentet, hvori 
vektorens MCS er at finde. Vektoren indeholder ikke nogen repressor, som kan regulere lac-
promotoren og det er derfor vi ikke forventer, at pJS14 er god som ekspressionsvektor. Derimod 
forventes den at være stabil ligesom pBBR1MCS. pJS14 har en mob-region som gør plasmidet 
mobiliserbart til at kunne overføres ved konjugation. pJS14 har chloramphenicolresistens. 
 
 
 
 
                         
Figur 9 – pJS14 
 
8 Par-funktioner 
Et højt kopital er med til at sikre stabilitet i nedarvningen af et plasmid, da sandsyneligheden for at 
der tilfældigvis kommer et eksemplar i en ny celle er høj. I et medium der ikke selektere for de 
plasmidbårne egenskaber, vil opretholdelsen af lav-kopi plasmider derimod kræve forskellige 
former for fordelingsmekanismer (partitioning-functions eller par funktioner). Her er der tre 
hovedtyper: aktiv par, spaltning af oligomere til monomere og selektive drabsfunktioner. 
 
MCS
KpnI
AvaI
XhoI
SalI
ClaI
HindIII
EcoRV
EcoRI
SmaI
BamHI
CAMR
pLac
lacZa rep
mob
~5000 bp
 Side 23 af 80 
     
 
Figur 10 - Fig. A viser den genetiske organisation af ParM systemet. parM og parR er symboliseret ved firkanter. 
Disse gener er trans-acting, hvilket vil sige at de kan gøre deres virkning, på afstand af genet. ParR koder for et 
DNA-bindende protein og parM for en ATPase (et enzym der omsætter ATP). ParC er cis-acting, hvilket vil sige 
at det kun virker der hvor det sidder. 
Figur B viser hvordan parR proteinerne (som på tegningen er vist ved fire sammenhægende cirkler) binder til de 
centromerlignende sekvenser, parC, på de to nydannede plasmider. Derefter vil parM-ATP filamenter kunne 
binde til parR. Efter de er bundet, vil parM-ATP (grønne pile) omdannes til parM-ADP (blå pile). ParM-ADP 
vil slippe ParR og tillade en ny ParM-ATP at klemme sig ind. Den aktin lignende streng består af fire rækker af 
filamenter som ikke slipper samtidigt, så der er hele tiden forbindelse mellem strengen og plasmidet. 
Figur C viser hvordan de nydannede plasmider, ved hjælp af parR proteiner (som er symboliseret med en cirkel) 
parres op ved deres ParC, hvorefter de segregeres ved hjælp af aktinfilamenter (her er kun vist to af de fire 
filamenter, som strengene består af, for at forenkle billedet). Fortsat indsættelse af ParM-ATP vil skubbe 
plasmiderne ud mod cellens poler. ParM-ADP filamenterne er ikke stabile og vil opløses, men da er plasmiderne 
ude ved cellens poler og kommer på den måde i hver sin dattercelle ved deling. Figur frit fra (Moller-Jensen et 
al., 2003). 
 
par C
Par M Par R
par C
A B
C
ParM-ATP
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8.1 Aktiv par 
Mange plasmider benytter sig af en aktiv (det vil sige energikrævende) proces til at opnå en jævn 
fordeling. Plasmiderne parres ved cis-acting sites hvorefter de fordeles ved den delende celles poler. 
(se Figur 10 C) Delingsprocessen udføres af to proteiner ofte kaldet A og B (på Figur 10 dog M og 
R). Den genetiske organisation er stort set den samme for alle par-funktioner, med genet for A-
proteinet placeret før genet for B-proteinet som har en hosliggende, centromer lignende DNA-
sekvens. (se Figur 10 A) De involverede operon er negativt reguleret af protein A. Repressor 
aktiviteten for det ene protein forstærker den for det andet. Den omhyggelige regulering er vigtig, 
da en overproduktion af protein B har vist sig at fører til destabilitet hos plasmidet. Derudover kan 
protein B svække gener som ligger op til det (op til flere kb væk). B binder specifikt til deres 
konjugerede cis-acting DNA sekvenser kaldet centromer-lignende regioner. Strukturen af de cis-
acting sites er unik for forskellige plasmider, men der er altid et karakteristisk antal af gentagelser. 
Dette er det specifikke site for binding af protein B (Zielenkiewicz and Ceglowski, 2001). 
 
8.2 Selektive drabsfunktioner 
Denne par-funktion virker ved at dræbe plasmidfrie celler i kraft af to plasmidgener. Det ene koder 
for et stabilt toksin og det andet for en ustabil faktor der modvirker den lethale virkning af toksinet, 
det vil sige at det er et antitoksin. Da toksinet altid er et protein vil antitoksinet være enten et 
antisense RNA-molekyle eller et andet protein (Zielenkiewicz and Ceglowski, 2001). 
 
8.2.1 Hok/sok-systemet 
Et eksempel på drabssystemer hos gram negative bakterier, er hok-sok systemet. Lokusset for dette 
indeholder to relativt små gener. Hok (host killing) som koder for toksinet og sok (suppression of 
host killing), som koder for antitoksinet, som virker i form af antisense mRNA, der er 
komplimentær til hok mRNA. 
 
Hok proteinet består af 52 aminosyrer. Det er meget toksisk for værten og forårsager omgående 
celledød ved at indvirke på vitale processer i cellemembranen hvis det kommer til udtryk. 
Sok produktet er et trans-acting antisense RNA kaldet sok-RNA, som blokerer hok-genet efter det 
er transskriberet. 
Hok mRNA eksisterer i to former i de plasmidbærende celler. En inaktiv, i fuld længde og en 
kortere aktiv. I den inaktive hok mRNA virker ”fold back inhibition” (fbi) faktoren. 3’ enden binder 
til 5’ enden og gør molekylet inaktivt både med henblik på translation og antisense-RNA binding. 
Den inaktive mRNA bliver langsomt trimmet (De ender af mRNAet, som er klistret sammen, bliver 
klippet af, sådan at den åbner sig. Derefter fungerer systemet lige som ellers). fra 3’ enden og når 
fbi faktoren er flyttet er en genfoldet RNA tilgængelig for antisense RNA-binding og translation. 
Den udtrykte sok RNA binder til den ledende sekvens af hok-RNA. Denne dobbeltstreng bliver 
øjeblikkelig spaltet af enzymet RNaseIII, hvilket forhindrer translationen af hok mRNA, sådan at 
cellen overlever. 
 
Hvis en dattercelle ikke får plasmidet, men kun hok- og sok-mRNA, så vil Hok-genet blive 
translateret og dermed dræbe cellen. Dette skyldes at Sok-RNA er meget ustabilt (med en 
halveringstid på 30 sek.), hvorimod hok mRNA er stabilt i flere timer. Når antigenet henfalder, vil 
der ikke være noget der forhindre syntesen af toksin. Dette sænker cellemembranpotentialet, 
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forhindrer respiration, gør cellen gennemtrængelig for små molekyler og dræber den derved 
(Thisted and Gerdes, 1992). 
 
 
                    
Figur 11 - Denne viser princippet i hok-sok drabssystemet. Den øverste celle indeholder plasmidet og der bliver 
derfor produceret tilstrækkeligt meget sok antisense mRNA til at blokere hok mRNAet. I dette tilfælde gives 
plasmidet videre til den ene datter celle, hvor systemet derefter vil fungere lige som i modercellen. Den anden 
celle får kun overført RNAet og ikke plasmidet. Da mRNA har en betragtelig længere halveringstid end sok 
antisense mRNA, vil hok proteinet efter en tid blive udtrykt, hvilket vil være dødeligt for cellen. 
Øverst på figuren ses den genetiske organisation af hok-sok-systemet. De korte pile viser Phok og Psok er 
promotore for hok genet (den lange pil). Da de binder til hver sin nukleotidstreng, vil der både dannes mRNA og 
antisense mRNA. Figur frit fra (Summers, 1996) 
 
8.3 Spaltning af oligomere plasmider til monomere plasmider 
Identiske plasmider, i samme celle, vil ofte sætte sig sammen og danne oligomere. Dette kaldes 
homolog rekombination. Dannelsen af oligomere plasmider vil betyde at der bliver færre 
plasmidenheder (segregational units) i cellen, hvilket øger risikoen for dannelsen af plasmidfrie 
celler ved deling. 
Phok Psok hok
Lever videre Dør
hok mRNA
sok antisense RNA
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Endvidere indeholder oligomere plasmider flere origen of replikation end monomere, og vil således 
have en tilsvarende højere sandsynlighed for at blive repliceret, så problemet vil være 
selvforstærkende. 
For at optimere fordelingen af plasmider til dattercellerne indeholder de ofte Multimer Resolution 
Systems (MRS). Dette system består af et site-specifik rekombinase (resolvase) og en defineret 
nukleotidsekvens (res), som sidder på plasmidet. Enzymet vil så dele det oligomere plasmid op, 
sådan at der kun er et res pr. plasmid, hvilket resultere i monomere molekyler. 
Genet for resolvasen kan enten side på plasmidet eller på bakteriens kromosom, så ved indføring af 
et plasmid i en ny celle kan man ikke umiddelbart være sikke på at systemet er intakt. 
For de fleste høj-kopi plasmider er MRS den eneste par-funktion der benyttes. Dette, sammenholdt 
med det høje kopi tal, sikrer et forholdsvis lavt plasmidtab (Zielenkiewicz and Ceglowski, 2001). 
 
 
       
Figur 12 - Figuren viser dannelse af oligomere plasmider ved homolog rekombination (synboliseret af pilen mod 
højre). Det vil sige at identiske plasmider i den samme celle sætter sig sammen til et stort plasmid. Figur fra 
(Summers, 1996) 
Pilen mod venstre viser gendannelsen af monomere plasmider ved ’site-specifik’ rekombination. Her spaltes det 
oligomere plasmid igen til monomere under indvirkning af enzymet resolvase. Dette sørger for at der kun bliver 
et af det genkendelsessite, som på figuren er markeret med sort, i hvert molekyle. På den måde øges antallet at 
plasmidmolekyler og dermed sandsyneligheden for vidregivelse til de næste generationer. 
 
 
 Side 27 af 80 
9 Metodebeskrivelse 
9.1 Fraktioneret udstrygning og renstrygning: 
Når man skal langtidsopbevare bakterier vil man ofte gøre det i form af glycerol stocks, ved -80 ºC. 
Vores første opgave i laboratoriet var at renstryge E. coli stammerne med vores fire plasmider, fra 
glycerol stocks til LB-agar plader med det rette selektive antibiotikum. Hermed sikrede vi os at de 
stadig bærer deres plasmider og at vi arbejder med bakterier som alle er datterceller af én enkelt 
bakterie. Det giver os den største sikkerhed for at de er genetisk identiske. Vi kan naturligvis ikke 
sikre os mod at bakterierne muterer, men ved altid at tage udgangspunkt i en velisoleret koloni og 
ved altid at anvende plader/flydende medie med selektivt antibiotikum har man gjort det bedste man 
kan. 
Når vi udstryger fra blandinger af bakterier, kalder vi det en fraktioneret udstrygning. Det kan være 
en blanding af forskellige bakterie-arter eller stammer. Men vi bruger også udtrykket når vi 
udstryger fra en glycerol stock eller fra flydende medie med kun én stamme. 
 
Når vi plukker en enkeltkoloni fra en plade og stryger den endnu en gang kalder vi det en 
renstrygning. 
 
Når vi arbejder med renkulturer af bakterier, som ovenfor, er det nødvendigt at arbejde på en måde 
så de ikke bliver inficeret med uvedkommende mikroorganismer. Vi sørger derfor for: 
 
-At alt apparatur, som kommer i kontakt med kulturen og alle stoffer der tilsættes, skal være sterile. 
-At støv fra luften (som bærer bakterier og sporer) holdes ude fra kulturen. 
 
Det sidste er nok det sværeste, men ved at overholde nogle få regler håber vi at mindske risikoen for 
kontaminering: 
 
-Den tid kulturen holdes åben skal være så kort som mulig. 
-Det areal, der eksponeres for nedfaldende støv skal holdes så lille som muligt (låget på petri-skåle 
skal ikke lettes mere end nødvendigt; agarplader, kolber og reagensglas holdes så lodret som 
muligt). 
-Mundingen af kolber og reagensglas flamberes når de åbnes og igen inden de lukkes. 
 
9.2 Plasmid DNA oprensning 
Vi ønsker at oprense plasmid DNA fra vores E. coli stammer til to formål: for at transformere det 
ind i Vibrio cholerae og for at konstruere nye udgaver af pBAD18 og pJS14. Til begge formål skal 
vi bruge rent og intakt plasmid DNA som udgangsmateriale. 
 
For at kunne oprense plasmid DNA fra bakterier skal man være i stand til at åbne (lysere) cellerne 
for at få plasmiderne ud og derefter kunne separere dem fra cellens øvrige bestanddele. Den mest 
brugte metode til dette betegnes ’alkaline lysis’ (Birnboim and Doly, 1979). Nedestående figur 
gennemgår kort de forskellige trin i proceduren. 
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Plasmid DNA
Kromosomalt DNA
Trin 1: En flydende overnatskultur centrifugeres så 
cellerne samles til et pellet. De høstede celler 
genopløses i Tris-HCl buffer med RNase A (for at fjerne 
RNA når cellerne lyseres).
Trin 2: Cellerne lyseres med NaOH/SDS. Natrium 
dodesyl sulfat (SDS) opløser lipidmembranerne og 
denaturer membranproteinerne så cellerne lyseres. 
NaOH hæver pH så proteiner, krosomalt DNA og 
plasmid DNA denaturerer.
Trin 3: Lysatet neutraliseres med sur Kalium acetate 
(Kac). Kalium ionerne reagerer med dodecyl sulfat og 
fælder ud som kalium dodecyl sulfat (KDS). Dodecyl 
kæderne trækker cellemembranrester og proteiner med 
ud i det udfældede materiale.
Plasmiderne vil kunne renaturere og forblive i opløsning 
da de to enkelt strenge ikke slipper hinanden (man siger 
de er covalently closed circular – ccc). De kromosomale 
strenge vil ikke kunne renaturere hurtigt nok og vil fælde 
ud. 
Trin 4: Ved at centrifugere lysatet vil man kunne fjerne 
det udfældede materiale: Rester af celle-membranerne, 
cellevæggen, proteiner og kromosomalt DNA.
Supernatanten vil indeholde plasmid DNA og enkelte 
urenheder: kulhydrater og andre letopløselige molekyler.
Supernatant med 
Plasmid DNA
Bundfald med KDS med 
kromosomalt DNA + proteiner  
Figur 13 - Plasmid oprensning med alkaline lysis metoden.  
 
Alkaline lysis metoden er en overordentlig sikker måde at opnå rent plasmid DNA på, især når man 
bruger kits. Vi var derfor ret sikre på at have plasmid i vores prøver, men for at kontrollere 
mængden og kvaliteten kørte vi gelelektroforese på vores prøver. 
 
9.3 Agarose gelelektroforese 
Teknikker til at separere blandinger af biologiske molekyler udgør hjørnestenen indenfor moderne 
molekylærbiologi. Når man skal adskille DNA molekyler er agarose gelelektroforese uomgængelig; 
den er effektiv og simpel at udføre. Fundamentalt set består agarose gelelektroforese i at man 
anbringer sine DNA molekyler i et elektrisk felt. Da fosfat-grupperne i DNA strengenes backbone 
 Side 29 af 80 
er negativt ladede vil DNA molekylerne bevæge sig mod den positive elektrode. Hvis man 
anbringer en matrix eller gel mellem den positive elektrode og prøven vil DNA molekylerne blive 
separeret efter størrelse. Store molekyler vil have sværere ved at bevæge sig gennem gelen end små 
molekyler. Molekyler af samme størrelse vil bevæge sig med samme hastighed og vil derfor danne 
’bånd’ i gelen. Sådanne ’bånd’ kan man så visualisere med forskellige teknikker. Følgende figur 
viser en standard agarose gelelektroforese opstilling. 
 
 
   
Figur 14 - Agarose gelelektroforese opstilling 
 
Agarose er en naturlig polymer oprenset fra makroalger. De lineære agarose kæder består af 
gentagne enheder af agarbiose. Agarosen oprenses og behandles så den består af så ens kæder som 
muligt (ca. 400 agarbiose enheder pr. Polymerkæde) (Sambrook and Russell, 2001). Gelen støbes 
ved at blande agarosepulver med elektrodebuffer, smelte agarosen i microbølgeovn og lade gelen 
størkne i en form (kaldet en vugge); en kam nedsat i vuggen vil danne små brønde til at påsætte 
prøver i. Agarosepolymererne vil når de størkner danne et komplekst men ensartet netværk 
(netværket af polymere holdes sammen ved hydrogenbindinger – ikke covalente bindinger). 
Porestørrelsen i netværket vil afhænge af agarosekoncentrationen. Man vælger koncentration efter 
størrelsen af de DNA fragmenter man vil adskille: Store fragmenter (1- 30 kilobasepar) adskilles på 
0,5 % geler (w/v); små fragmenter (0,1 -1 kilobasepar) på 2 % geler. Agarose geler køres normalt i 
et homogent buffersystem, d.v.s. bufferen i gelen og i geltanken (elektrodebufferen) er den samme. 
Bufferens rolle er at beskytte DNAet og at lede den elektriske spænding. Vi bruger bufferen TBE 
(Tris-Borate-EDTA). 
 
Negativ 
elektrode
Positiv 
elektrode
GeltankGel VuggeBrønde Elektrodebuffer
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Figur 15 - Gelen fra Protokol 3. Man skal lægge mærke til intensiteten af båndene, ikke så meget til deres form 
og fragmentstørrelse; cirkulært supercoilet plasmid DNA bevæger sig ikke lige så forudsigeligt som lineært 
DNA. Til højre for gelen er vist strukturen af det fluorescerende ethidium bromid (EtBr) som vi bruger til at 
visualisere DNA’et i gelen. Ethidium bromid er et såkaldt interkalerende molekyle: det vil sige at det sætter sig 
ind i DNA dobbeltstrengen mellem purin og pyrimidin baserne. EtBr som er bundet i DNA på denne måde vil 
fluorescere ca. 30 gange kraftigere end ubunden EtBr (som i stedet for at udsende lys i det synlige spektra 
afleverer en proton til det omgivende H2O – man siger at EtBr bliver quenched af vandet). Billedet er i sort/hvid; 
EtBr fluorescerer orange/rødt (Sambrook and Russell, 2001). 
 
 
9.3.1 Transformation: elektroporation 
Nu da vi har rent plasmid DNA af pBAD18, pBAD33, pJS14 og pNDM220 er vi klar til at forsøge 
at indføre det i Vibrio cholerae. 
 
Indførelse af ’nøgent’ DNA i en bakteriecelle kaldes transformation. Celler som er i stand til at 
optage DNA ved transformation kaldes kompetente. Visse bakteriearter er naturligt kompetente i 
dele af deres livscyklus; dette gælder dog hverken E. coli eller Vibrio cholerae. Langt de fleste 
bakterier betragter DNA i deres omgivelser som en nyttig nitrogenkilde og vil nedbryde det til 
mindre stykker, optage det til brug i deres metabolisme. Vibrio cholerae udskiller usædvanlig store 
mængder DNaser som gør transformation ekstra besværlig (Panda et al., 1991). 
Der findes dog teknikker til at gøre E. coli og i mindre grad Vibrio cholerae kompetente. Man har 
fundet ud af at en kortvarig kraftig elektrisk puls forårsager dannelse af såkaldte hydrofobe porer i 
cellemembranerne (Sambrook and Russell, 2001). Disse porer har en størrelse fra 2 nm op til 
adskillige nm og er åbne længe nok til at DNA som befinder sig udenfor cellen kan føres med 
strømmen ind i cytoplasmaet. Teknikken kaldes derfor elektroporation. 
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Figur 16 - Figur A: viser princippet bag elektroporation: når den elektriske impuls skal bevæge sig fra minus 
polen til plus polen vil den ikke kunne bevæge sig gennem mediet da konduktiviteten i dette er for lav. I stedet vil 
den søge igennem bakteriecellerne (som har et indre saltindhold på nær 0,9 %) og hermed inducere 
hydrofobiske porer i membranerne. Samtidig vil den trække det negativt ladede plasmid DNA med ind gennem 
porene. B: viser den hypotetiske struktur af en hydrofobisk pore dannet ved elektroporation (kun den 
cytoplasmiske membran er vist) (Sambrook and Russell, 2001). 
 
9.4 Konjugativ overførsel af pJS14: biparental parring 
pJS14 er et såkaldt mobiliserbart plasmid. Det bærer et origon of transfer (oriT) og mob genet. Hvis 
pJS14 befinder sig i en celle som bærer et konjugativt plasmid vil pJS14 kunne overføre en kopi af 
sig selv til recipienten sammen med det konjugative plasmid. Vi bruger dog en E. coli SM10 λpir 
stamme til at hjælpe pJS14 ind i en Vibrio cholerae Bah-2 celle. Denne E. coli stamme bærer tra 
generne fra det konjugative RP4 plasmid integreret på det kromosomale DNA. Det vil derfor kun 
være pJS14 som overføres ved parringen. 
 
Den konjugative overførelse er mere sikker end transformation, da den foregår ved direkte kontakt 
mellem de to cellers cytoplasmer. Man undgår derfor problemet med Vibrio choleraes DNaser og 
da E. coli og Vibrio cholerae er forholdsvis tæt beslægtede, sker konjugation med høj frekvens. 
 
9.5 Glycerol stocks 
 
Vi laver glycerol stocks af Bah-2/pBAD18, Bah-2/pBAD33, Bah-2/pNDM220 og Bah-2/pJS14. 
Disse kan bruges senere i forløbet, således at man ikke skal renstryge pladerne for at bibeholde 
enkeltkolonier. Dette burde desværre have været gjort fra start og hver gang vi var nået et skridt 
videre. 
 
9.6 Konstruktion af pJS14-LacIq og pBAD18-parB 
Vi vil konstruere to nye vektorer som vi kan sammenligne med de fire vi allerede har fra E. coli. 
Idet vi har en formodning om at pJS14 vil være mere stabil i Vibrio cholerae en de andre, vil vi 
prøve at forbedre den anvendelighed som ekspressionvektor ved at indsætte Lac repressor genet 
(lacIq) fra pNDM220. Lac repressoren vil virke på Lac promoteren som pJS14 allerede bærer. 
 
 Side 32 af 80 
pBAD18 er som tidligere beskrevet en effektiv ekspressionvektor. Til gengæld forventer vi ikke at 
den vil blive opretholdt særlig godt i Vibrio cholerae. Vi vil derfor indsætte en PAR funktion i den, 
nærmere bestemt drabssystemet hok-sok (parB) som er beskrevet tidligere. 
Figur 17 - Figuren viser hvordan vi vil indsætte lacIq genet i pJS14 og parB regionen i pBAD18. Age I, Bsu36 I, 
Cla I og Nde I er restriktion enzymer som skærer de angivne steder i vektorerne og de lineære fragmenter og 
muliggør at de efterfølgende sættes sammen. 
For at kunne lave vores nye plasmider bruger vi tre grundlæggende teknikker inden for 
molekylærbiologien: Retriktion enzym skærring, PCR (polymerase chain reaction) og ligering af
DNA.
Restriktions enzymer er endonucleaser som skærer DNA. En stor del af disse restriktion enzymer 
(men ikke alle) genkender og skærer DNA ved specifikke sekvenser. Disse sekvenser der kan være 
4-8 basepar lange er rotationalt symetriske (nogen gange benævnt som palindrome). Eksempelvis 
Cla I som er et af de enzymer vi bruger. Figuren nedenfor viser hvorledes Cla I skærer. 
Figur 18 - Restriktions endonucleasen Cla I. Enzymet skærer DNA strengene ved de to sorte trekanter og giver 
to ender. Enderne siges at have  5’-overhang.  5’-enderne bærer fosfat grupper og 3’-enderne hydroxyl grupper. 
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De to ender vil kunne baseparre med de to baser i overhanget. Enderne siges at være ’sticky’ eller 
cohesive. Hvis 5’-ender stadig bærer deres fosfat gruppe vil enzymet DNA ligase kunne gendanne 
de kovalente bindinger og  samle de to strenge. Forskellige restriktionsenzymer vil som oftest 
genkende og skære forskellige DNA sekvenser og dermed efterlade forskellige ender på 
fragmenterne. Hvis ikke enderne er compatible vil de ikke kunne ligeres sammen. 
 
Polymerase chain reaction (PCR) er betegnelsen for en teknik som tillader os at mangfoldiggøre en 
given DNA sekvens. Hvis man kender sekvensen (eller blot de flankerende DNA sekvenser) af et 
stykke DNA f. eks. den 1386 basepar lange sekvens af lacIq-genet kan man designe olignukleotid 
primere og amplificere dette fragment in vitro. Disse oligonukleotider er oftest ca. 20 baser lange og 
vælges på hver side af det ønskede fragment. Primerne er identiske med den ene streng og dermed 
complementære til den anden. Primerne vælges så de er complementære til hver sin streng og 
således at når de baseparer med deres mål vil deres 3’-ender pege mod hinanden (se Figur 19). 
Primerne vil hermed kunne forlænges af en DNA polymerase og danne den mellemliggende region. 
Da disse nye strenge er complementære til hinanden vil de også kunne binde primere og tage del i 
en ny runde. Produktet af reaktionen er altså udgangsmateriale til den følgende rund. Det vil sige at 
ét fragment efter 10 sådanne runder vil være blevet til 1000 kopier og efter 25 runder til 3·107. 
 
In vivo DNA replikation anvender en række proteiner og enzymer for at adskille de to DNA strenge. 
PCR anvender i stedet varme til at denaturere DNA’et. Denaturerings trinnet i PCR er ofte på 30-60 
sekunder ved 94 ºC. Et enzym som ikke bliver denatureret ved så usædvanligt høje temperaturer er 
taq-polymerasen fra den thermophile bakterie Thermus aquaticus. 
  
Da polymerasen forlænger DNA-strengen ved at addere nukleotider til 3’ enden af primerne, Kan 
man forlænge primerne i 5’enden med nukleotider som ikke er komplementeret med det stykke 
DNA man kopierer, dette bliver nogle gange betegnet som ’haler’. Det udnytter vi til at tilføje nye 
restriktions enzym sites i ender af vores DNA fragmenter. 
 
Ved hjælp af programmet Vector NTI fra Invitrogen finder vi passende restriktions sites på 
plasmiderne. Når vi skal indsætte de nye funktioner i plasmiderne ser vi på områderne mellem de 
gener som plasmiderne allerede bærer. Her finder vi restriktions sites som kun skærer et sted i 
plasmidet og som ikke skærer i det fragment som skal indsætte. Efter at vi har bestemt os for hvilke 
restriktions enzymer vi vil skære plasmiderne med kan vi designe PCR primere, til at amplificere 
fragmenterne. Når vi har fundet passende primere tilføjer vi restrikttions sites. 
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Figur 19 - Figuren beskriver de første tre cykluser i en PCR (polymerase chain reaction). Normalt kører man 25-
35 cykluser. Hver cyklus består af tre trin: 1. denaturering 2. priming/annealing 3. amplification. 
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Første cyklus:
Vi ser templaten (DNA strengen med det fragment vi 
ønsker at amplificere).
Trin 1: Temperaturen hæves til 94 °C for at adskille 
(denaturere) templatestrengene. 
Trin 2: Temperaturen sænkes den til 55 °C for at lade 
de to primere binde (anneale). Kun 3' enden af primerne 
annealer til templaten, 5' halerne med vores 
restriktionssites er ikke komplementære. 
Trin 3: Vi hæver temperaturen til 72 ° C som er den 
optimale temperatur for  den thermophile DNA 
polymerase. Polymerasen forlænger primerne i 
retningen 5'→3'. Polymerasen vil fortsætte så længe 
temperaturen holdes på 72 °C. Det er vigtigt at den når 
at amplificerer hele det ønskede fragment (så der bliver 
dannet to nye primerbinding sites
Anden cyklus: 
Vi nøjes med at følge de to nye strenge som blev lavet i 
første cyklus (templaten gentager forløbet fra i første 
cyklus).
Trin 1: Temperaturen hæves igen til 94 °C. Det vil 
afbryde DNA polymerasen og de to nysyntetiserede 
strenge vil blive adskilt fra templaten. 
Trin 2: Temperaturen sænkes til 55 °C og to nye 
primere vil binde til de nydannede strenge.
Trin 3: Vi hæver temperaturen til 72 ° C. DNA poly-
merasen vil igen forlænge primerne, når den når til 
enden af strengen (som er den gamle primer) vil den 
danne den komplementære sekvens til primerhalen og 
vi får dannet vores retriktionssites. Derpå løber 
polymerasen ’ud over enden’ så den nye steng er: 
fragmentet med de ønskede restriktionsites indsat for 
enderne.
Tredje cyklus: 
Igen vil vi nøjes med at følge de to nye strenge som blev 
lavet i anden cyklus.
Trin 1: Temperaturen hæves igen til 94 °C for at adskille 
dobbeltstrengene. 
Trin 2: Temperaturen sænkes til 55 °C og to ny primere 
vil binde til de nydannede strenge. Denne gang vil de 
kunne anneale fuldt - også med halerne.
Trin 3: Vi hæver temperaturen til 72 ° C. DNA poly-
merasen vil igen forlænge primerne og ’løbe ud over 
enden.
De fragmenter vi får her vil blive amplificeret eksponen-
tielt i de følgende cykluser og vil derfor komme til at 
dominere over de længere fragmenterne lavet ud fra det 
oprindelige template DNA, som kun amplificeres lineært.
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9.7 Undersøgelse af tabsfrekvensen 
Denne del af forsøgs rækken, har en meget vigtig betydning. Det bliver undersøgt om hvor vidt de 
plasmider der er blevet klonet ind i V. Cholerae var stabile og om den indsatte par-funktion har 
nogen effekt. Forsøget i sig selv er meget simpelt, der skal tages en række prøver ud hvor der skal 
måles to ting på. Den ene ting der skal måles, er LF som er tabsfrekvensen, altså hvor mange 
procent af bakterierne, der stadig indeholder plasmidet efter en given tid. Den anden ting er OD600 
måling, der bruges til at beregning den enkelte stammes fordoblingstid. 
 
LF forsøget går i al sin enkelthed ud på at undersøge i hvor høj grad plasmiderne bliver nedarvet 
stabilt. Vi poder en overnatskultur af hver stamme i selektivt medie, for at starte med så tæt på 100 
% som muligt. Dernæst poder vi stammerne over i et ikke selektivt medium, således at de plasmid-
frie celler der måtte komme undervejs, og i praksis formentlig også findes fra start, overlever 
alligevel. Herefter udtager man prøver med jævne mellemrum og plader på LB-agar plader  (uden 
antibiotika) pladerne inkuberes natten over. Næste dag streges ca. 55 kolonier fra hver 
prøveudtagning over på nye plader: hver koloni streges først på en selektiv plade derpå på en ren 
LB plade. Hvis en koloni vokser på det ikke-selektive medium, men ikke på det selektive, så 
indeholder cellerne i kolonien sandsynligvis ikke plasmidet. Hvis de vokser begge steder må der 
nødvendigvis være plasmider i (Lobner-Olesen et al., 1987). 
 
Vi havde ikke succes med at få overnatskulturer op med pJS14-lacIq og pNDM220, dette gjorde 
dog ikke så meget da vi ikke arbejdede videre med pNDM220 og at vi forventede at pJS14 var 
stabil og indsættelsen af lacIq ikke har nogen betydning for stabiliteten. 
 
Det forventes at plasmidet hurtigt bliver tabt i pBAD33 og pBAD18, men til gengæld bliver 
oprethold i pBAD18-parB. Det viste sig da kolonierne skulle streges op at der var opstået et 
problem med pJS14, der ikke længere var i Bah-2 men i en E. coli stamme, formentlig E. coli 
DH10B, der var den der blev brugt til at mate pJS14 ind i Bah-2. 
 
9.8 Indsættelse af genet GFP og inductionsforsøg 
For at undersøge om de to nykonstruerede vektorer: pJS14-lacIq og pBAD18-parB fungerer som 
forventet i Vibrio cholerae, indsætter vi et reportergen i multiple cloning sitet efter promoteren. Vi 
bruger genet for green fluorescent protein (GFP) fra Aequorea victoria (Cormack et al., 1996). 
Figur 20 viser konstruktionen af pBAD18-parB-gfp. 
 
Vi tester vektorerne som beskrevet i Appendix 13.  
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Figur 20.  Figuren viser konstruktionen af pBAD18-parB-gfp. Ved hjælp af  de to Gfp-primere amplificeres 
GFPmut2 fragmentet og der påsættes haler med restriktionssites som passer til vektoren (pilene angiver den del 
af primerne som er specifik for fragmentet). Vektor og fragment skærres med restriktionsenzymerne og ligeres 
sammen.  Primerne passede også til konstruktionen af  pJS14-lacIq -gfp. 
Gfp upper primer: 5'-GCATGGAATTC GAAGGAGATATACATATGAG-3'
Gfp lower primer: 5'-GCTACCCCGGG CAGTTATTTGTATAGTTCATCC-3'
GFPmut2
GCATGGAATTC
EcoRI
SmaI
GGGCCCCATCG
PCR
GCATGGAATTC
CGTACCTTAAG
CCCGGGGTAGC
GGGCCCCATCG
Skærring af vector og fragment 
med EcoRI og SmaI
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pBAD18-parB
G
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10 Resultater 
10.1 Oprensning af plasmider fra E. coli 
Vi lavede midiprep DNA oprensning af pBAD18, pBAD33 og pJS14, samt miniprep af pNDM220. 
For at kontrollere, at vi rent faktisk endte ud med oprensede plasmider, udtog vi prøver af de 
endelige eluater og kørte disse på en gel. Det ses tydeligt på gel-billedet, at der er DNA i prøverne 
og da midiprep er en pålidlig oprensningmetode, antager vi at der er vores ønskede plasmider. Man 
skal lægge mærke til intensiteten af båndene, ikke så meget til deres form og fragmentstørrelse; 
cirkulært supercoilet plasmid DNA bevæger sig ikke lige så forudsigeligt som lineært DNA. Vi ser 
at de tre midiprep gav fint udbytte; miniprep’en af pNDM220 knap så fint – vi kunne med fordel 
have oprenset 2 gange 4 ml overnatskultur. 
                           
Figur 21 - Her ses midiprep DNA sat på en gel, som det ses var der fint udbytte af alle oprensningerne.Man skal 
ikke forsøge at få mening i antallet af bånd og deres størrelse i forhold til markøren, da det er supercoilet 
plasmid DNA. 
 
10.2 Indføring af plasmider i Vibrio cholerae 
pBAD18, pBAD33 og pNDM220 blev transformeret ind i Vibrio cholerae Bah-2 ved 
elektroporation. Vi måtte forsøge flere gange inden resultatet blev succesfuldt, og da vi endelige var 
succesfulde fik vi kun ganske få transformanter. Det lykkedes os ikke at transformere pJS14 ind i V. 
cholerae, men da pJS14 er et mobiliserbart plasmid kunne vi i stedet overføre det konjugativt til V. 
cholerae fra en E. coli donor (ALO2251: SM10λpir) til V. cholerae (Bah-2). Vi renstrøg vores 
tranformanter på selektive medier for de resistenser som bæres af plasmiderne. Vi antog derfor at de 
Bah-2 som kunne vokse måtte bære plasmiderne. 
Vi lavede glycerolstocks af vores stammer; Bah-2/pBAD18, Bah-2/pBAD33, Bah-2/pNDM220 og 
Bah-2/pJS14 så de kan langtidsopbevares. Dermed har vi en sikker stock med vores stammer, som 
vi altid kan gå tilbage til. 
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10.3 Stabilisering af pBAD18 
Da vi formodede at pBAD18 ikke ville blive nedarvet stabilt i Bah-2, indsatte vi en par-funktion, 
nærmere bestemt hok-sok-systemet. Vi valgte dette system, da det er velundersøgt og gør brug af en 
simpel universel drabsmekanisme, som vi forventer også vil fungere i Vibrio cholerae. 
 
                        
 
Figur 22 - Kontrol skæring af plasmidet inden det transformeres ind i V. cholerae. Skærringen af pBAD18 giver 
det forventede mønster: et bånd på 2848 basepar og et mindre på 1765 bp. Skærringen af pBAD18-parB var 
ikke som forventet: Vi fik et bånd på 2847 bp og et på 1849 bp , som forventet, men båndet ved ca. 5000 bp 
havde vi ikke ventet. Vi formoder dog at det blot er lineariseret plasmid – sikkert Sma I som ikke har skåret 
ordenligt (vi skar ved 37 ºC Sma I skærer optimalt ved 30 ºC).  
 
                                
Figur 23 - Kontrol af transformanter med PCR primere for parB. Vores koloni pcr på Vibrio cholerae 
transformanter viser bånd af den ønskede længde – 541 basepar. 
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10.4 Forbedring af pJS14 som ekspressionsvektor 
Da pJS14 ikke bærer genet for lac-repressoren kan vi ikke styre ekspressionen fra den indbyggede 
lac-promotor. Derfor indsatte vi genet for lac-repressoren lacIq. Ekspression fra lac-promotoren kan 
dermed kontrolleres ved at dyrke cellerne i tilstedeværelse af den kunstige inducer IPTG. 
 
     
       
 
Figur 24 - Kontrol skæring af plasmidet inden det transformeres ind i V. cholerae. Vi fik det forventede mønster: 
et enkelt bånd på ca. 5000 basepar for pJS14 og to bånd for pJS14-lacIq – et stort på over 5600 bp og et lille på 
880 basepar. 
 
                       
               
Figur 25 - Kontrol af transformanter med PCR primere for LacIq. Vores koloni pcr på Vibrio cholerae 
transformanter viser bånd af den ønskede længde – 1386 basepar. 
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10.5 Måling af plasmidstabilitet 
Vi undersøgte nogle af vores plasmiders tabsfrekvens ved et LF-forsøg. Da det kun var 
overnatskulturene af pBAD33, pBAD18, pBAD18-parB og pJS14 der var kommet op var det kun 
disse vektorer der blev undersøgt tabsfrekvens for. Dog vælger vi at se bort fra de fremkomne 
resultater for Bah-2/pJS14 da vi efterfølgende kunne konstatere at det rent faktisk ikke var Bah-
2/pJS14 vi lavede LF-forsøg på, men derimod en E. coli-stamme, som vi formoder må være 
SM10λpir som vi anvendte til at mate pJS14 ind i Bah-2 med. Detaljerne for LF-forsøget for pJS14 
fremgår dog stadig af Appendix 14 og Appendix 15. 
 
Ud fra de OD-målinger vi tog undervejs bestemte vi plasmidernes fordoblingstider: 
pBAD33:   24,3 min. 
pBAD18:  20,8 min. 
pBAD18-parB: 20,7 min. 
 
Se evt. Appendix 15 for flere detaljer om fordoblingstider. 
 
Som det fremgår af Figur 26 blev pBAD18 ikke opretholdt stabilt i Vibrio cholerae, allerede efter 
omtrent 5 generationer var procentdelen af plasmidbærende celler forholdsvis lav. Det første 
målepunkt skal der sandsynligvis ses bort fra, da procentdelen af plasmidbærende celler burde være 
relativt høj til at starte med, da Bah-2/pBAD18 på det tidspunkt lige er blevet overført fra selektivt 
medie og de plasmidfrie celler som følge deraf burde være døde. Da målepunkt 2 samtidig har en 
relativ høj procentværdi for plasmidbærende celler antager vi, at det er første målepunkt der 
utilregneligt. For specifikke måledata se Appendix 14. 
Det fremgår også af Figur 26, at pBAD18-parB opretholdes stabilt i Vibrio cholerae, hvilket 
betyder at den indsatte par-funktion fungerer efter hensigten. 
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Figur 26 – Denne figur viser hvor mange af cellerne, der indeholder pBAD18 og pBAD18-parB ved forskellige 
generationstider. 
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Af Figur 27 fremgår det, at pBAD33 ikke opretholdes stabilt i Vibrio cholerae. De første 
målepunkter er ret svingende og derfor mindre tilregnelige, men efter omkring 7 generationer 
fremgår det tydeligt at procentdelen af plasmidbærende celler reduceres drastisk og efter cirka 17 
generationer er alle cellerne så godt som fuldstændig plasmidfrie. 
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Figur 27 – Denne figur viser hvor mange af cellerne, der indeholder pBAD33 ved forskellige generationstider. 
 
10.6 Kontrol af nykonstruerede vektorers ekspressionsegenskaber 
Til at kontrollere, hvor gode ekspressionsegenskaber pBAD18-parB og pJS14-LacIq er i forhold til 
de oprindelige kloningsvektorer er der indsat genet gfp. Vi tog billeder i henholdsvis fasekontrast og 
i fluorescensmikroskopi for at se effektiviteten af ekspressionen. På fasekontrastbillederne er 
lysegrå celler, celler der er døde.  
 
På Figur 28 A) og B) ses pBAD18-parB-gfp. På fasekontrastbilledet A) fremgår det, at en stor del af 
cellerne er døde, som formentlig skyldes hok-sok-systemet. På fluorescensmikroskopibilledet B) ses 
ingen celler, da der effektivt er lukket ned for gfp-genet før induktion med arabinose og gfp hermed 
ikke udtrykkes. Af Figur 28 C) og D) fremgår det, at pBAD18-parB-gfp er blevet induceret effektivt 
2 timer efter tilsætning af arabinose. På fasekontrastbilledet C) ses mange celler, hvoraf størstedelen 
er levende. På fluorescensmikroskopibilledet D) ses det tydeligt, at langt størstedelen af de levende 
celler fluorescerer, hvilket vidner om virkningsfuld ekspression.    
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Figur 28 - A) -parB-gfp i ABTgly + 0,5% casaminosyre. Før tilsætning af arabinose. Fasekonstrast. B) -parB-gfp 
i ABTgly + 0,5% casaminosyre. Før tilsætning af arabinose. Fluorescensmikroskopi. C) pBAD18-parB-gfp i 
ABTgly + 0,5% casaminosyre. 2 timer efter tilsætning af arabinose. Fasekontrast. D) pBAD18-parB-gfp i 
ABTgly + 0,5% casaminosyre. 2 timer efter tilsætning af arabinose. Fluoescensmikroskopi. 
 
Ud fra Figur 29 A)-E) kan induktionshastigheden af pBAD18-parB-gfp i low salt LB beskrives. På 
A) og B) ses det, at GFP endnu ikke er dannet 30 min. efter tilsætning af arabinose. På Figur 29 C) 
og D) fremgår det derimod, at GFP er dannet 1 time efter tilsætning af arabinose, mens det af E) og 
F) ses, at gfp er induceret mere effektivt 2 timer efter tilsætning af arabinose. Disse figurer vidner 
om, at det tager et stykke tid før induktionen indtræffer.  
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 Side 43 af 80 
 
Figur 19 – A) pBAD18-parB-gfp i LB. 30 min. efter tilsætning af arabinose. Fasekontrast. B) pBAD18-parB-gfp i 
LB. 30 min. efter tilsætning af arabinose. Fluorescensmikroskopi. C) pBAD18-parB-gfp i LB. 1 time efter 
tilsætning af arabinose. Fasekontrast. D) pBAD18-parB-gfp i LB. 1 time efter tilsætning af arabinose. 
Fluorescensmikroskopi. E) pBAD18-parB-gfp i LB. 2 timer efter tilsætning af arabinose. Fasekontrast. F 
pBAD18-parB-gfp i LB. 2 timer efter tilsætning af arabinose. Fluorescensmikroskopi. 
 
Af Figur 30, pJS14-lacIq-gfp, fremgår det, at mængden af levende celler at øges betydeligt 
henholdsvis før IPTG er tilsat og 2 timer efter IPTG er tilsat. Før induktionen med IPTG var der 
ingen celler, der fluorescerede, men 2 timer efter tilsætningen af IPTG fluorescerede en stor del af 
cellerne, dog meget svagt, hvorfor det ikke kunne ses på fluorescensmikroskopibilleder.   
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Figur 30 – A) pJS14-lacIq-gfp i ABTgly + 0,5% casaminosyre, før tilsætning af IPTG. B) pJS14-lacIq-gfp i 
ABTgly + 0,5% casaminosyre, 2 timer efter tilsætning af IPTG.  
 
A B
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11 Diskussion 
11.1 Transformation i Vibrio cholerae 
 
De teknikker der er udviklet til transformation er oprindeligt udviklet til E. coli, men er blevet 
modificeret til brug i Vibrio cholerae. E. coli og Vibrio cholerae er nært beslægtede; de er begge 
Gram-negative tarmbakterier, men der er forskelle som gør, at man ikke kan overføre teknikker 
direkte. En forskel er at Vibrio cholerae er mere følsom over for ionstyrken i mediet og lyserer 
derfor nemmere end E. coli. En anden forskel er, at Vibrio cholerae udsekrerer store mængder 
DNaser (som nedbryder den DNA-holdige biofilm der dækker tarmepithelcellerne og tillader dens 
enterotoksiner at trænge ind i tarmcellerne). DNaser er selvsagt et problem når der skal 
transformeres nøgent DNA ind i cellerne. 
 
Problemer med transformation i V. cholerae er kendt fra tidligere (Panda et al., 1991). Panda et al. 
undersøgte transformation i Vibrio cholerae og dens afhængighed af: inkubationstemperatur, 
inkubationstid, cellernes densitet, calcium-ionkoncentration, antibiotikakoncentration, DNA-
koncentration. 
Vi brugte en anden transformationsmetode end i den ovennævnte undersøgelse og de enkelte trin er 
derfor ikke direkte sammenlignelige. De brugte kemisk kompetente celler, hvor vi brugte 
elektroporation. Vores undersøgelse er at mere kvalitativ karakter end deres, da vi ønsker at finde 
ud af om vektorerne kan bruges, og i mindre grad hvor effektivt der er. Derfor har vi ingen konkrete 
tal for vores transformationseffektivitet. Dog er deres resultater relevante for vores undersøgelse, da 
den beskriver de faktorer som man må tage højde for hvis man i det hele taget skal have 
transformanter. 
 
Cellerne i vores forsøg blev høstet relativt sent, nemlig ved en OD på 0,8, hvor den protokol vi 
benyttede anbefaler 0,6-0,8. Det kan være problematisk at de får lov at vokse for længe, da cellerne 
udskiller affaldsstoffer som hæmmer væksten af nye bakterier. Grunden til at lade dem gro så længe 
er at transformationsaktiviteten afhænger lineært af koncentrationen af cellerne. Det lader til at de, i 
det indiske forsøg, har anvendt celler i et noget tidligere vækststadie. 
OD et hurtigt, men ikke særlig præcist, mål for koncentration af celler. Man måler på brydningen af 
lys, uden egentlig at vide hvad det er der bryder lyset. Dog er det højest sandsynligt de bakterier 
som man har podet ned i. Vi har ikke undersøgt hvilken OD der var mest optimal. 
 
Vi har i vores forsøg brugt deres erfaringer med hensyn til saltkoncentrationer. Vibrio cholerae er 
forholdsvis følsom over for det osmotiske tryk, og kræver derfor tilstedeværelse af en vis mængde 
salt i den omgivende væske, for ikke at lysere. Med henblik på elektroporation kan det være 
problematisk at tilsætte salt, da væsken derved bliver elektrisk ledende, og derved leder strømmen 
uden om bakterierne, så transformationen ikke kan forløbe. Det gælder derfor om at finde en 
koncentration hvor cellerne kan overleve, uden at væsken bliver så elektrisk ledende at der ikke 
kommer strøm nok igennem cellerne til at plasmiderne bliver trukket med ind. 
 
I starten havde vi selv store problemer med at få transformanter i Vibrio cholerae, men efter vi er 
blevet mere erfarne i laboratoriet er vi blevet i stand til succesfuldt at transformere vores plasmider 
ind i Vibrio cholerae ved første forsøg med forholdsvis mange transformanter. Derfor mener vi 
ikke, at vores problemer i starten skyldtes selve teknikken og derfor mener vi, at teknikken som 
udgangspunkt er effektiv nok. Vi skal dog stadig bruge store mængder af rent supercoilet plasmid 
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når vi transformerer ind i Vibrio cholerae. Vi har ikke prøvet at transformere vores ligeringer 
direkte ind i Vibrio cholerae uden først at tage omvejen omkring E. coli-stammen DH10B. 
 
11.2 Ekspressionsvektorerne 
Der har så vidt vi ved ikke været foretaget studier af strukturen af Vibrio choleraes promotorer, så 
vi ved ikke om promotorer overført fra E. coli vil virke på samme måde i Vibrio cholerae. 
Ydermere sidder genet der koder for RNA polymerasen på kromosomet, og denne vil derfor ikke 
være den samme for E. coli og V. cholerae. En lille forskel på hvor godt de passer på promotoren 
kan give en stor forskel i hvor store mængder proteinet syntetiseres. Der kan desuden være en 
forskel i hvor godt V. choleraes RNA polymerase virker på henholdsvis lactose og arabinose 
promotorer. Ud fra vores gfp forsøg tyder det på at den virker bedst på arabinose. Dette er en mulig 
forklaring på de få bakterier vi så i vores pJS14 prøver. Der er så vidt vi ved ikke lavet nogen 
undersøgelser af dette. En fordel ved lacIq er at man kan bruge IPTG, der kan diffundere med ind i 
cellen via diffusionsgradienten. Arabinose skal derimod bruge aktiv transport, permeaser, for at 
passere celle membranen. Dette kræver altså at disse forefindes i cellens membran, hvis ikke kan 
dette system ikke bruges. Ydermere kan IPTG ikke nedbrydes og skal derfor ikke tilsættes i så store 
koncentrationer som arabinose. Dette ser dog ikke ud til at være et problem i vores tilfælde. Dog 
skal det tilføjes at man ikke kan regulere arabinose promotoren, den er enten lukket eller kører på 
fuld kraft. 
Vild type lactose repressor bliver ikke lavet i ret mange kopier, og kan muligvis derfor ikke lukke 
ned for alle de indsatte gener. Den udgave vi bruger, LacIq, er blevet modificeres således at den 
laver 10 gange så mange kopier som vild typen. Den høje ekspression har dog den omkostning at 
bindingen til promotorerne bliver 5-10 % mindre specifik. Det medfører at de ikke alle virker 
effektivt, men da der er så mange flere gør det at den stadig er en bedre repressor end wt lac 
(Muller-Hill et al., 1968). 
Der ser dog ikke ud til at være noget problem, da der er lukket ned for alle gfp-generne i vores 
ekspressionsforsøg. 
 
11.3 Stabilitet af vektorerne i Vibrio cholera 
Ustabilitet af vektorerne kan forårsages af flere forskellige ting; lavt kopital, sammenklumpning og 
dannelse af oligomerer. 
 
Et plasmids kopital er ofte reguleret af balancen mellem to eller flere genprodukter (som beskrevet i 
afsnit 6.1.1). Hvordan disse mekanismer vil reagere når de flyttes til en anden organisme med andre 
typer transskriptionsfaktorer er svært at forudse. Men man kan forstille sig at kopitallet vil være et 
andet end det var E. coli.  
Sammenklumpning skyldes at proteiner på plasmiderne binder til hinanden, og plasmiderne 
klumper sig sammen. Ved celledeling er det derfor ikke sikkert at disse klumper bliver opløst inden, 
og derfor risikerer man at der kommer mange plasmider i den ene datterceller, og ingen i den anden. 
Dette er sjældent tilfældet i E. coli celler, men det er ikke utænkeligt at det er tilfældet i V. cholerae. 
Samme problem opstår når der dannes oligomerer, hvis de ikke bliver spaltet inden celledeling (Se 
afsnit 8.3).  
V. cholerae må nødvendigvis bruge en form for aktiv par-funktion til at segregere sine kromosomer 
ved celledelig, men da den sjældent indholder naturlig plasmider kan man forestille sig at disse ikke 
har ligheder med de gængse plasmidbårne par-funktioner fra E. coli (som for eksempel parM 
 Side 47 af 80 
systemet fra pNDM220). Det kan være en af grundende til at plasmider er mindre stabile i V. 
cholerae end i E. coli. 
Uanset hvad der ligger til grund for den manglende stabilitet, så har vi vist at hok/sok systemet 
afhjælper det ved ,som før beskrevet, at dræber plasmidfrie celler. 
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12 Konklusion 
De undersøgte ekspressions- / kloningsvektore pBAD18, pBAD33, pNDM220 og pJS14, viste sig 
ikke umiddelbart at kunne anvendes i Vibrio cholerae. pBAD18 og pBAD33 opretholdes meget 
dårligt, for pNDM220 og pJS14 lykkedes det ikke at få resultater, men ud fra vores erfaring med 
arbejdet med dem, går vi ud fra at det samme vil være gældende for pNDM220 hvorimod pJS14 
formodes at være nogenlunde stabil i sin egenskab af broad host range vektor. 
pJS14 fik indsat genet for lactoserepressoren for at forbedre den som ekspressionsvektor. Det 
lykkedes at få genet ind i plasmidet og det det viste sig også, at repressoren var virksom ved vores 
gfp-forsøg. Dog kom det også til udtryk at der kun var meget få bakterier der lyste, hvilket tyder på 
at kopitallet af en eller anden grund er meget lavt.  
Efter indsættelse af hok/sok systemet viste pBAD18 sig at være meget stabil. Derudover er den en 
god ekspressionsvektor, hvilket tilsammen gør den velegnet som kloningsvektor i Vibrio cholerae. 
Det ville sandsynligvis være muligt at indsætte hok/sok i både pBAD33 og pNDM220 og således 
gøre dem lige så brugbare som pBAD18-parB. 
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Appendix 1– Protokol 1 
Fraktioneret udstrygning af E.coli stammerne: 
 
1) ALO1325: DH10B/pBAD18 stryges på en LB-agar plade med 100 µg/ml Ampicillin. 
2) ALO2222: DH10B/pNDM220 stryges på en LB-agar plade med 100 µg/ml Ampicillin. 
3) ALO2317: DH10B/pBAD33 stryges på en LB-agar plade med 20 µg/ml Chloramphenicol. 
4) DH10B/pJS14 stryges på en LB-agar plade med 20 µg/ml Chloramphenicol. 
 
For at opnå velisolerede kolonier at arbejde med, blev følgende udført for hver af de fire stammer: 
 
1) Med en steril træpind skrabes nogle is krystaller fra toppen af en glycerol stock og stryges som 
en streg på en frisk LB-agar plade, med det rette antibiotikum. 
2) Podenålens tråd blev glødet og nedkølet ved kanten af agar pladen, hvorefter dette område ikke 
skal stryges. 
3) Så strøg vi med nålen i et zik-zak mønster, gennem den oprindelige streg nogle gange og videre 
ud på pladen (derved blev et antal bakterier fra den oprindelige streg ført med og afsat i den nye 
streg - altså får vi dem udstreget/udtyndet). 
4) Punkt 2 og 3 gentages for at opnå nedenstående mønster. Meningen er at få fritliggende 
bakterier i andet eller tredje strøg, som kan vokse op til enkeltkolonier. 
 
 
 
5) Pladerne inkuberes, ved 37 ºC natten over, dog skal den temperatursensitive ALO2222: 
DH10B/pNDM220 ved 30 ºC. De skal alle ligge med bunden opad, for at eventuel kondens vil 
kunne samles i låget, i stedet for på agar overfladen. Det er særdeles vigtigt for både E. coli og 
Vibrio cholerae da de har flageller og er motile i væske. 
 
Næste dag kontrolleres pladerne. Der var kommet fin vækst på dem og vi havde fået de ønskede 
enkeltkolonier enten i andet eller tredje strøg. I første strøg var der tæt vækst på alle pladerne. 
 
Hvis E.coli plader ikke skal bruges med det samme kan man forsegle dem med Parafilm® eller 
lægge dem i en plastpose og derpå i køleskab ved 4 ºC, på denne vis kan de opbevares nogle uger. 
Derimod tåler Vibrio cholerae ikke temperaturer under ca. 14 ºC. Før brug af en plade der har stået 
på køl, er det nødvendigt at renstryge en enkeltkoloni ved at gentage trin 1- 5, hvor man plukker 
kolonien med en steril tandstik eller med en podenål. 
 
Men da vi går direkte videre til plasmid DNA oprensningen kan vi godt plukke enkeltkolonier 
direkte fra vores plader. 
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Appendix 2 - Protokol 2 
Midiprep plasmid DNA oprensning af pBAD18, pBAD33 og pJS14 
 
Vi oprensede plasmid DNA fra tre af vores E. coli stammer med ’Qiagen plasmid midi kit’ fra 
QIAGEN. pNDM220 blev oprenset med et andet kit, se Miniprep plasmid DNA oprensning af 
pNDM220. Vi fulgte stort set den medfølgende protokol, men giver alligevel en trin for trin 
gennemgang af proceduren her: 
 
1) Vi lavede en starterkultur af hver E. coli stamme, ved at plukke enkeltkolonier fra pladerne fra 
Protokol 1 og overføre dem reagensglas med flydende medie: 
a) ALO1325: DH10B/pBAD18 i 5 ml LB-medie med 100 µg/ml Ampicillin. 
b) ALO2317: DH10B/pBAD33 i 5 ml LB-medie med 20 µg/ml Chloramphenicol. 
c) DH10B/pJS14 i 5 ml LB-medie med 20 µg/ml Chloramphenicol. 
2) Rørene blev sat i rystebad ved 37 ºC. 
3) Efter 6 timers vækst overførte vi 100 µl af hver starterkultur til 50 ml frisk LB-medie med de 
tilsvarende antibiotika koncentrationer i 250 ml Erlenmeyer-kolber. Kolberne blev sat i rystebad 
natten over ved 37 ºC. 
4) Næste dag høstede vi cellerne ved centrifugation – 6000 g i 15 min. Ved 4 ºC. 
5) Supernatanten blev dekanteret fra og pellet blev opløst i 4 ml ’Resuspension buffer’ P1 (50 mM 
Tris-HCl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100µg/ml Rnase A) og overført til et 50 ml polypropylene 
centrifugerør. 
6) Vi tilsatte 4 ml ’Lysis buffer’ P2 (200 mM NaOH; 1 % SDS (w/v)) og mixede prøverne 
forsigtigt ved at vende rørene i hånden. 4 – 6 gange. Rørene blev inkuberet på bordet i ca. 5 
min. 
7) Vi tilsatte 4 ml kold ’Neutraliztion buffer’ P3 (3.0 M kalium acetate, pH 5,5) og mixede igen 
forsigtigt ved at vende rørene 4 – 6 gange i hånden og inkuberede rørene på is i 15 min – der 
opstod et tydeligt hvidt bundfald i rørene. 
8) Vi centrifugerede ved 20.000 g i 30 min ved 4 ºC. På grund af den store mængde bundfald sad 
pellet op ad siden på rørene. Vi overførte supernatanten til nye centrifugerør og undgik så godt 
vi kunne, at få bundfald med. 
9) Vi centrifugerede ved 20.000 g i 15 min ved 4 ºC. Dette ekstra trin er for helt at undgå at få 
bundfald med over (bundfaldet indeholder kromosomalt DNA, som vi vil undgå). 
 
For at oprense plasmid DNAet yderligere følger der nogle Anion-bytter kromatografi søjler med 
kittet, kaldet QIAGEN-tips. Disse søjler binder DNA, mens RNA, protein og andre lav molekylære 
forbindelser kan vaskes fra. 
 
1) Vi indstillede 3 ’QIAGEN-tip 100’ søjler med 4 ml ’Equilibration buffer’ QBT (750 mM 
NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15 % isopropanol (v/v); 0,15 % Triton® X-100 (v/v)). 
Bufferen løb gennem søjlen af sig selv. 
2) Vi satte supernatanterne fra trin 8 på søjlerne og lod dem løbe gennem søjlerne. 
3) Vi vaskede søjlerne 2 gange med 10 ml ’Wash buffer’ QC (1.0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 
70; 15 % isopropanol (v/v)). 
4) Vi eluerede vores DNA fra søjlerne med 5 ml ’Elution buffer’ QN (1.6 M NaCl, 50 mM 
MOPS, pH 7,0; 15 % isopropanol (v/v). 
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5) Vi fældede DNAet med 3,5 ml (0,7 volumen) isopropanol; vi mixede og centrifugerede ved 
15.000 g i 30 min ved 4 ºC. Vi dekanterede supernatanten fra, og der var tydelige pellets i 
alle tre rør. 
6) Vi vaskede pellets med 2 ml 70 % ethanol. Ethanolen blev tilsat i samme side som pellet sad 
og rørene blev derpå centrifugeret ved 15.000 g i 10 min ved 4 ºC, med pellet orienteret ud 
ad som ved første centrifugering. Supernatanten blev dekanteret forsigtigt fra og vi fjernede 
så mange dråber som muligt med en Gilson pipette. 
7) Vi lufttørrede pellet på bordet i ca. 15 minutter; derpå genopløste vi pellet i 50 µl TE buffer 
(10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA). 
 
Vi opbevarede det oprensede plasmid DNA i køleskab (4 ºC). 
 
Miniprep plasmid DNA oprensning af pNDM220 
 
pNDM220 er en såkaldt ’run-away vektor’, hvilket betyder at den har et kopital på ~ 4/celle når den 
vokser ved 30 ºC men det stiger til ~ 2000/celle efter 4 timers vækst ved 42 ºC. Med et så højt 
kopital kan vi nøjes med at oprense plasmid fra 4 ml kultur og stadig opnå en mængde tæt på de tre 
andre plasmider. Vi kører derfor en miniprep oprensning med ’High pure plasmid isolation kit’ fra 
Roche Applied Science: 
 
1) Vi podede en enkeltkoloni fra pladen fra Protokol 1 over i 5 ml LB-Amp (50 µg/ml) og 
groede den natten over ved 30 ºC. 
2) Vi podede 2 ml af overnats kulturen over i 8 ml LB-Amp (50 µg/ml) i en 100 ml 
erlenmeyer-kolbe. Kolben blev sat i rystebad ved 30 ºC i 1 time, derpå 4 timer ved 42 ºC. 
3) Vi udtog 4 ml kultur, centrifugerede cellerne ned og genopløste dem i 250 µl ’Suspension 
buffer + Rnase’ (50 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA; 100 µg/ml RnaseA;pH 8,0) i et 1,5 ml 
microcentrifugerør. 
4) Vi tilsatte 250 µl ’Lysis buffer’ (0,2 M NaOH; 1 % SDS). Vi mixede røret forsigtigt ved at 
vende det 4 – 6 gange i hånden. Røret inkuberet på bordet i ca. 5 min. 
5) Vi tilsatte 350 µl iskold ’Binding buffer’ (4 M Guanidine hydrochlorid; 0,5 M Kalium 
acetate, pH 4,2). Vi mixede ved at vende røret 4 – 6 gange i hånden og inkuberede på is i 5 
minutter. Der dannedes tydeligt bundfald 
6) Vi centrifugerede ved 14.500 rpm i 10 minutter i en microcentrifuge. 
7) Vi overførte supernatanten til et ’High pure filter tube’ i et af de medfølgende 
microcentrifuge opsamlingsrør. 
8) Vi centrifugerede ved 14.500 rpm i 45 sekunder. Gennemløbet  blev kasseret. 
9) Vi tilsatte 500 µl ’Washing buffer I’ (5 M Guanidine hydrochlorid; 20 mM Tris-HCl, pH 
6,6; 37,5 % Ethanol (v/v)) til søjlen og centrifugerede ved 14.500 rpm i 45 sekunder. 
Gennemløbet blev kasseret. 
10) Vi tilsatte 700 µl ’Washing buffer II’ (20 mM NaCl; 2mM Tris-HCl, pH 7,5; 80 % Ethanol 
(v/v)) til søjlen og centrifugerede ved 14.500 i 45 sekunder. Gennemløbet blev kasseret. 
11) Vi centrifugerede den tomme søjle ved 14.500 rpm i 1 minut for at fjerne alle rester af vaske 
bufferen. 
12) Vi eluerede DNAet med 50 µl ’Elution buffer’ (10 mM Tris-HCl, pH 8,5). Vi satte 
omhyggeligt bufferen direkte ned på filteret og inkuberede søjlen på bordet i 1 minut, 
derefter centrifugerede vi ved 14.500 rpm i 60 sekunder. 
 
Eluatet indeholdt vores DNA. Vi opbevarede det oprensede plasmid DNA i køleskab (4 ºC). 
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Appendix 3 - Protokol 3 
Støbning af 1 % agarose gel 
1) Vi afvejede 1 g agarose pulver og overførte det til en 300 ml erlenmeyer- kolbe med 100 ml 1x 
TBE buffer. Vi rystede kolben så pulveret blev fordelt godt i bufferen. 
2) Kolben blev sat i microbølgeovnen ved max. i 2 min. Vi tog kolben ud og rystede den igen for 
at fordele den nu smeltede agarose. Vi tilsatte nogle ml millipore vand for at erstatte det 
fordampede og satte kolben tilbage i microbølgeovnen. 
3) Efter ydeligere ca. halvandet minut ved max. tog vi kolben ud; kontrollerede at agarosen var 
fuldt opløst (opløsningen skal være helt klar) og at volumen stadig var på 100 ml. 
4) Vi kølede kolben under vandhanen, mens vi rystede kolben, til den var ca 50 – 60 ºC, så tilsatte 
vi 10 µl ethidium bromid (4 mg/ml). 
5) Vi hældte gelopløsningen op i en vugge med to 20 tands kamme og sørgede for at der ingen 
bobler var ved tænderne på kammene (kan fjernes med en pasteur pipette). 
 
Efter ca. 20 minutter var gelen størknet, hvilket vi testede ved at trykke let på den med en finger. 
Det er vigtigt at huske at bære handsker, da ethidium bromiden er kræftfremkaldende. Vi fjernede 
kammene og satte gel og vugge over i en geltank. 
 
Gelen kan opbevares i køleskab (4 ºC) i en plastpose i nogle dage, hvis man ikke er klar til at bruge 
den eller hvis man ikke bruger alle brøndene med det samme. 
 
 
Elektroforese af plasmid DNA 
Vi testede mængden og kvaliteten af vores plasmid DNA fra Protokol 2. 
 
1) I et 1.5 ml micrcentrifugerør blandede vi for hver af de fire plasmid prep: 
 
a) 1 µl plasmid prep DNA 
b) 9 µl H2O 
c) 2 µl ’6x loading dye’ (10 mM Tris-HCl, pH 7,6; 0,03% bromphenol blue; 0,03% xylene 
cyanol FF; 60 % glycerol; 60 mM EDTA - fra Fermentas). 
 
2) Vi satte alle 12 µl af hver prøve på gelen sammen med en Lambda DNA / EcoR I + HindIII 
markør fra Fermentas. 
 
Gelen blev kørt med 1x TBE elektrodebuffer med 0,4 µg/ml ethidium bromid, ved 140 V i 1 time 
 
Vi skar den del af gelen ud vi havde brugt, lagde den på et uv-bord og tog et poloraid billede af 
gelen, der ses i resultat afsnittet. 
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Appendix 4 - Protokol 4 
Elektrokompetente celler af Vibrio cholerae 
 
1) Fra en renstrygningsplade med Vibrio cholerae stammen Bah-2, plukkede vi en enkeltkoloni og 
podede 100 ml LB-medie. Kulturen blev sat i rystebad ved 37 ºC natten over. 
2) Vi overførte 2 ml overnatskultur til 100 ml frisk LB-medie og satte det til at ryste ved 37 ºC. Vi 
fulgte væksten i kulturen spektrofotometrisk med OD600 målinger. OD600 er et udtryk for optisk 
densitet ved en bølgelængde på 600 nm. 
3) Vi måler turbiditeten, tætheden af bakterier, i vores kultur i forhold til ren LB. Det giver os et 
groft mål for antallet af bakterier i kulturen. Vi vil gro vores kultur til en tæthed på OD600 = 0,6 
– 0,8. På dette trin vil vi have celler nok og de vil stadig være i exponentiel vækst. 
4) Ved OD600 på 0,78 tog vi kulturen fra rystebadet og satte den på is. (cellerne blev holdt på is i 
resten af proceduren). 
5) Vi centrifugerede 48 ml af kulturen i 5 minutter ved 10.000 g, 4 ºC. For at spinde cellerne ned. 
6) Vi genopløste cellerne i 48 ml iskold 2 mM CaCl2 
7) Vi centrifugerede cellerne ved 7000 g, 4 ºC i 5 min. Og genopløste i 48 ml iskold 2 mM CaCl2. 
8) Vi centrifugerede cellerne ved 7000 g, 4 ºC i 5 min. Og genopløste i 8 ml iskold 2 mM CaCl2, 
10 % glycerol. 
9) Vi centrifugerede cellerne ved 7000 g, 4 ºC i 5 min. Og genopløste i 0,5 ml iskold 2 mM CaCl2, 
10 % glycerol. 
10) Vi fordelte cellerne ud i kolde 1.5 ml microcentrifugerør: 85 µl celler i hvert. 
 
Proceduren fjerner LB-mediet, som er alt for god en leder til at vi kan elektroporere cellerne i det, 
og erstatter det med 2mM CaCl2, som leder strøm til strækkelig dårligt. Desuden hjælper det med at 
vaske DNaser ud af det periplasmiske rum i Vibrio cholerae (Panda et al., 1991). Vi formoder også 
at det vil kunne sikre at flere Vibrio cholerae celler overlever elektroporationen, da de trives bedst i 
saltopløsning. 
 
Cellerne er nu klar til elektroporation med plasmid DNA. De rør der ikke var brug for med det 
samme, opbevares ved – 80 ºC. 
 
Transformation (elektroporation) af Vibrio cholerae. 
Vi var nu klar til at forsøge at transformere pBAD18, pBAD33, pJS14 og pNDM220 ind i Vibrio 
cholerae Bah-2. 
 
1) For hvert plasmid overførte vi 40 µl elektrokompetente celler til et koldt 1.5 ml micro-
centrifugerør.  
 
2) Vi tilsatte 2 µl plasmid DNA fra Protokol 2 til røret og mixede forsigtigt, ved forsigtigt at 
pipettere op og ned nogle gange. 
 
3) Rørene fik lov at stå ca. 1 minut på is. 
 
4) Vi overførte blandingen til en iskold 0.2 cm elektroporations kuvette. Vi satte prop på 
kuvetten og bankede den et par gange ned i bordet – for at sikre at blandingen går til bunden 
af kuvetten og for at fjerne eventuelle bobler. Vi tørrede ydersiden af kuvetten med en 
serviet og satte den i ’EQUIBIO easyject’ elektroporatoren.  
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5) Vi elektroporerede med følgende indstillinger: 1800 V, 15 µF, 335 Ω. Maskinen meddelte 
en Time constant efter hver eletroporation - den skal være på ~ 5 msec for at 
elektroporationen er forløbet perfekt. 
 
6) Vi fjernede straks kuvetten fra elektroporatoren og tilsatte 1 ml LB-medie (skal være 
rumtemperatur). Vi pipetterede op og ned nogle gange for at få alle cellene hvirvlet op og 
hældte derefter blandingen over i et 2 ml microcentrifugerør. 
 
7) De fire rør blev inkuberet i rystebad i 2 timer - pBAD18, pBAD33 og pJS14 ved 37 ºC - 
pNDM220 ved 30 ºC. 
 
8) Vi centrifugerede cellerne ned ved 7500 rpm i 3 minutter. 
 
9) Vi fjernede 800 µl supernatant fra hvert rør og genopløste cellerne i de resterende ~200 µl 
LB-medie. 
 
De 200 µl fra hvert rør udplades på selektive LB-agar plader: 
 
pBAD18 på LB-Ampicillin (15 µg/ml) 
pBAD33 på LB-Chloramphenicol (6 µg/ml) 
pJS14 på LB-Chloramphenicol (6 µg/ml) 
pNDM220 på LB-Ampicillin (15 µg/ml) 
 
Pladerne blev inkuberet natten over ved 37 ºC - pNDM220 pladen ved 30 ºC. 
 
Eventuelle transformanter blev renstrøget på agar plader med højere koncentration af de selektive 
antibiotika: 
 
pBAD18 på LB-Ampicillin (100 µg/ml) 
pBAD33 på LB-Chloramphenicol (20 µg/ml) 
pNDM220 på LB-Ampicillin (50 µg/ml) 
 
Vi måtte transformere i alt 3 gange før det lykkedes os at få transformater for pBAD18, pBAD33 og 
pNDM220 og selv når det lykkedes havde vi kun få transformanter på pladerne. Det lykkedes os 
ikke at transformere pJS14 ind i Bah-2. Vi vil i stedet forsøge at parre (mate) den ind  
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Appendix 5 - Protokol 5 
Elektrokompetente celler af E.coli 
Vi laver elektrokompetente celler af E. coli stammen ALO2251 (SM10 λpir). 
 
1) Fra en renstrygningsplade med ALO2251, plukkede vi en enkeltkoloni og podede over i 100 ml 
LB-medie. Kulturen blev sat i rystebad ved 37 ºC natten over. 
2) Vi overførte 2 ml overnatskultur til 100 ml frisk LB-medie og satte det til at ryste ved 37 ºC. Vi 
fulgte væksten i kulturen spektrofotometrisk med OD600 målinger (OD600: optisk densitet ved en 
bølgelængde på 600 nm). 
3) Ved OD600 på 0,8 tog vi kulturen fra rystebadet og satte den på is, hvor den stod resten af 
proceduren. 
4) Vi centrifugerede 48 ml af kulturen i 5 minutter ved 10.000 g, 4 ºC. For at spinne cellerne ned. 
5) Vi genopløste cellerne i 48 ml iskold H2O. 
6) Vi centrifugerede cellerne ved 7000 g, 4 ºC i 5 min. Og genopløste i 48 ml iskold H2O. 
7) Vi centrifugerede cellerne ved 7000 g, 4 ºC i 5 min. Og genopløste i 8 ml iskold 10 % glycerol. 
8) Vi centrifugerede cellerne ved 7000 g, 4 ºC i 5 min. Og genopløste i 0,5 ml iskold 10 % 
glycerol. 
9) Vi fordelte cellerne ud i kolde 1.5 ml microcentrifugerør: 85 µl celler i hvert. 
 
Transformation (elektroporation) af E. coli 
Vi var nu klar til at forsøge at transformere pJS14 ind i ALO2251. 
 
1) Vi overførte 40 µl elektrokompetente celler til et koldt 1.5 ml micro-centrifugerør. 
2) Vi tilsatte 1 µl pJS14 plasmid DNA fra Protokol 2 til røret og mixede blidt, ved forsigtigt at 
pipettere op og ned nogle gange. 
3) Røret stod ca. 1 minut på is. 
4) Vi overførte blandingen til en iskold 0,2 cm elektroporations kuvette. Vi satte prop på kuvetten 
og bankede den et par gange ned i bordet – for at sikre at blandingen går til bunden af kuvetten 
og for at fjerne eventuelle bobler. Vi tørrede ydersiden af kuvetten med en serviet og satte den i 
’EQUIBIO easyject’ elektroporatoren. 
5) Vi elektroporerede med følgende indstillinger: 2500 V, 15 µF, 335 Ω. Maskinen meddelte en 
Time constant efter hver eletroporation - den skal være på ~ 5 msec for at elektroporationen er 
forløbet perfekt. 
6) Vi fjernede straks kuvetten fra elektroporatoren og tilsatte 1 ml stuetempereret LB-medie. Vi 
pipetterede op og ned nogle gange for at få alle cellene hvirvlet op og hældte derefter 
blandingen over i et 2 ml microcentrifugerør. 
7) Røret blev inkuberet i rystebad i 2 timer - ved 37 ºC. 
8) Vi centrifugerede cellerne ned ved 7500 rpm i 3 minutter. 
9) Vi fjernede 800 µl supernatant fra rørret og genopløste cellerne i de resterende ~200 µl LB-
medie. 
 
De 200 µl blev udpladet på en LB-Cam plade (6 µg/ml). 
 
Vi fik adskillige transformanter (>100). Transformanter blev renstrøget på LB-agar med 20 µg/ml 
chloramphenicol. 
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Biparental parring (mating) 
1) Vi podedede en enkelt koloni af Bah-2 over i 10 ml LB-medie og en ALO2251/pJS14 
koloni over i 10 ml LB-Cam (20 µg/ml). Begge rør blev sat i rystebad natten over ved 37 ºC. 
 
2) Vi overførte 200 µl af hver stamme til et microcentrifugerør og centrifugerede cellerne ned 
(8000g i 2 minutter). 
 
3) Vi fjernede 350 µl af supernatanten og genopløste cellerne i de resterende 50 µl. 
 
4) Vi afsatte alle 50 µl som en dråbe på en LB-agar plade. Pladen blev sat i varmeskab ved 30 
ºC (forsigtigt så dråben ikke løb ud) i 4 timer. 
 
5) Med en steril tandstik skrabede vi bakterier fra matingpladen og overførte dem til en frisk 
LB-agar plade med 20 µg/ml chloramphenicol og 10 µg/ml streptomycin1. Vi sørgede for at 
få så mange bakterier med over som muligt. 
 
6) Vi udstrøg bakterierne med en podenål og satte pladen i varme skab ved 37 ºC natten over. 
 
E. coli doneren er sensitiv overfor streptomycin (Bah-2 er naturligt resistent over for streptomycin) 
og Bah-2 recipienten er sensitiv overfor chloramphenicol. Vi får derfor selekteret de ønskede 
transkonjuganter (Bah-2/pJS14). 
 
                                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 Denne koncentration var alt for lav. Den skulle have været 100 µg/ml i stedet. Den lave koncentration gav os store 
problemer med kantaminering fra E. coli doneren. 
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Appendix 6 - Protokol 6 
Glycerol stocks 
1) Vi poder en enkeltkoloni fra en nyrenstrøget plade over i 10 ml selektivt LB-medie og 
inkuberer rørene natten over ved 37 ºC (30 ºC for Bah-2/pDM220). 
 
2) Vi overfører 750 µl overnats kultur til et 2 ml rør med skruelåg indholdene 750 µl 50% 
glycerol. Vi mixede rørene på en whirli-mixer. 
 
3) Glycerol stockene sættes i - 80 ºC fryser. 
 
Glycerol stocks behandles som beskrevet i Protokol 1. 
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Appendix 7 - Protokol 7 
PCR amplifikation af lacIq og parB 
Vi anvendte følgende primere til vores PCR reaktioner. Alle primerne har en 20 baser lang sekvens 
i 3’-enden som matcher målsekvensen 100 % og en 5’-hale med interne restriktions enzymsites 
(understregede). 
 
lacIq upper primer (Bsu36 I site): 
5’ - ccatccctcagggggagctgcatgtgtcagag - 3’ 
LacIq lower: primer (med Age I site): 
 5’ - CCATCACCGGTCAGGTCGGAAGCATAAAGTG - 3’ 
 
parB upper primer (med Nde I site): 
5’ - cctgatgatcatatggtgaacggtctgaatgagcg - 3’ 
parB lower primer (med Cla I site): 
5’- GTCAGATCGATCAAGGAGAAAGGGGCTACCGGCG - 3’ 
 
1) Vi brugte pNDM220 plasmid miniprep DNA som template for amplifikation af lacIq; vi 
fortynder den 100 gange og bruger 2 µl til en 50 µl reaktion. 
 
2) Vi kørte koloni PCR på E. coli stammen TC2025 (som bærer et pBR95 plasmid med parB 
regionen indsat på sig) for at amplificere parB. Vi plukker en koloni fra en frisk 
renstrygningsplade og overfører den til 20 µl H2O. Vi bruger 4 µl til en 50 µl reaktion. 
 
3) I to tyndvæggede PCR rør blandede vi: 
 
a) 2 µl 100x fortyndet pNDM220 miniprep DNA eller 4 µl koloni-mix af TC2025. 
b) 1 µl 50 mm MgSO4 
c) 5 µl Primer 1 (lacIq upper eller parB upper) (20 µg/µl) 
d) 5 µl Primer 2 (lacIq lower eller parB upper)(20 µg/µl) 
e) 12 µl H2O (10 µl til parB reaktionen) 
f) 25 µl 2x ’PfuUltra hotstart PCR master mix’ fra Statagene ([Mg2+] 2mM i slut 
koncentration; 200 µM af hver dNTP i slutkoncentration; buffer sammensætning ikke oplyst 
af producenten). 
 
4) Det gav os en slutkoncentration på 2.5 mM af Mg2+. ’PfuUltra hotstart polymerasen er 
inaktiverest ved binding af et monoklonalt antistof og aktiveres først ved et indledende 95 ºC 
trin. 
 
5) Vi amplificerede i en ’GeneAmp PCR System 2700’ fra Applied Biosystems, med følgende 
program: 95 ºC i 5 minutter, derpå 30 cycler af: 95 ºC i 30 sekunder, 55 ºC i 60 sekunder, 72 ºC 
i 120 sekunder. Efter fulgt af 10 minutter ved ved 72 ºC. 
 
6) Vi oprensede reaktionerne med ’High pure PCR product purification kit’ fra Roche. Vi eluerede 
i 100 µl Elution buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5). 
 
7) For at bedømme mængden af DNA i vores PCR reaktioner i forhold til vores plasmid 
præparater kører vi en 1 % Agarose gel, med følgende prøver: 
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a) 10 µl oprenset parB PCR DNA  
b) 10 µl oprenset lacIq PCR DNA 
c) 2 µl pBAD18 midiprep plasmid DNA + 8 µl H2O 
d) 2 µl pJS14 midiprep plasmid DNA + 8 µl H2O 
 
8) Til hver prøve tilsatte vi 2µl ’6x Loading dye’ (10 mM Tris-HCl, pH 7,6; 0,03 % bromphenol 
blue; 0,03 % xylene cyanol FF; 60 % glycerol; 60 mM EDTA - fra Fermentas) og kørte gel i 30 
minutter ved 130 V. 
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Appendix 8 - Protokol 8 
Restriktions enzym skæringer 
 
1) Vi skar vores plasmid og tilhørende fragment med de samme restriktions enzymer. parB og 
pBAD18 med Cla I og Nde I. lacIq og pJS14 med Bsu36 I og Age I. 
 
2) Vi sætter fire skærringer op i 1.5 ml microcentrifugerør 
 
3) Fragment parB 
a) 1,5 µl Cla I (5U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl Nde I (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 1 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 24 µl Oprenset PCR fragment (parB) 
 
4) Plasmid pBAD18 
a) 1,5 µl Cla I (5U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl Nde I (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 1 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Midiprep DNA (pBAD18) 
f) 22 µl H2O 
 
5) Fragment lacIq 
a) 1,5 µl Age I (5U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,75 µl Bsu36 I (10U/µl) fra New england biolabs 
c) 1 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 3 (100 mM NaCl; 150 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 1 mM dithiothreitol; pH 
7,9 ved 25 ºC). 
e) 23,75 µl Oprenset PCR fragment (lacIq) 
 
6) Plasmid pJS14 
a) 1,5 µl Age I (5U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,75 µl Bsu36 I (10U/µl) fra New england biolabs 
c) 1 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 3 (100 mM NaCl; 150 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 1 mM dithiothreitol; pH 
7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Midiprep DNA (pJS14) 
f) 21,75 µl H2O 
 
Alle fire rør blev mixet blidt og sat ved 37 ºC natten over. Næste dag udtog vi 15 µl fra hvert rør; 
blandede med 3 µl ’6x Loading dye’ fra Fermentas. Vi satte prøverne på en 1 % agarose gel og 
kørte gelen 30 minutter ved 130 V. 
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Appendix 9 - Protokol 9 
Co-oprensning af bånd fra gel 
 
1. Vi lagde gelen på UV- bordet og skar de fire bånd ud af gelen, mens vi sørgede for at 
udsætte dem for så lidt UV lys som muligt (UV lys kan beskadige vores DNA, især vores 
overhangs). Vi sørgede for at få så lidt ekstra agarose med. Vi samlede parB båndet og 
pBAD18 båndet i et rør og lacIq båndet og pJS14 båndet i et andet. 
 
2. Vi oprensede med ’QIAEX II Gel Extraction Kit’ fra Qiagen som beskrevet i Den 
medfølgende manual. 
 
3. Vi eluerede med 20 µl 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 og fik ca. 18 µl ud. 
 
Ligering af vektor og fragment 
1. I to 1,5 microcentrifge rør blandede vi: 
 
a. 18 µl Co-oprenset DNA 
b. 2 µl 10x Ligase buffer (400mM Tris-HCl, 100mM MgCl2, 100mM DTT, 5mM ATP; 
pH 7,8 at 25 °C). 
 
2. Inden vi tilsatte ligasen udtog vi 2 µl fra hvert af de to rør til en ’ligase kontrol’. 
 
3. Vi tilsætter 0,5 µl T4 Ligase (5U/µl) 
 
4. De to rør blev inkuberet i køleskab (4 ºC) weekenden over 
 
5. Vi tog de to rør ud af køleskabet og lod dem stå på bordet i 2 timer, for at ligere lidt længere. 
 
6. Vi inaktiverede ligasen ved 65 ºC i 10 minutter. 
 
Vi udtager 2 µl fra hvert rør til at køre en gel sammen med vores ’– ligerings’ prøver. 
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Appendix 10 - Protokol 10 
Transformation af pBAD18-parB og pJS14-lacIq ind i E. coli DH10B 
 
1) Vi transformerer vores ligeringer ind i E. coli som beskrevet i protokol 5 med 40 µl 
elektrokompetente DH10B celler og 2 µl ligeringsmix. 
 
2) pBAD18-parB plades på LB-Amp (100 µg/ml) 
 
3) pJS14-lacIq plades på LB-Cam (6 µg/ml) 
 
4) Pladerne blev inkuberet ved 37 ºC natten over. 
 
5) Vi havde masser af transformanter på begge plader (>200) 
 
6) Vi plukkede 5 kolonier fra hver plade over i 20 µl 0,9 % NaCl. 
 
7) Vi kørte koloni-PCR på alle 10 kolonier: 
 
a) 12,5 µl Qiagen Hotstart Taq mix. 
b) 2 µl kolonimix 
c) 1 µl Primer 1 (lacIq upper/ parB upper) 
d) 1 µl Primer 2 (lacIq lower/ parB lower) 
e) 8,5 µl H2O 
 
8) Vi kørte PCR med følgende parametre: 94 ºC i 15 minutter (for at aktivere Hotstart Taq 
polymerasen); derpå 25 cycler af: 94 ºC i 30 sekunder; 55 ºC i 60 sekunder; 72 ºC i 120 
sekunder. Efterfulgt af 72 ºC i 10 minutter. 
 
9) Vi tilsatte 5 µl ’6x loading dye’ til hver reaktion og loadede dem på en 1 % agarose gel. 
 
Test af plasmiderne 
Vi tester vores nykonstruerede plasmider ved en testskæring 
 
7) Vi sætter fire skæringer op i 1,5 ml microcentrifugerør 
 
8) pBAD18 (uden insert) 
a) 0,5 µl Nde I (20U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl Sma I (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 1 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Midiprep DNA (pBAD18) 
f) 23 µl H2O 
 
9) pBAD18-parB 
a) 0,5 µl Nde I (20U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl Sma I (20U/µl) fra New england biolabs 
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c) 1 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Midiprep DNA (pBAD18) 
f) 23 µl H2O 
 
10) pJS14 (uden insert) 
a) 0,5 µl EcoRV (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 1 µl BSA (10 mg/ml) 
c) 3 µl Buffer 3 (100 mM NaCl; 150 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 1 mM dithiothreitol; pH 
7,9 ved 25 ºC). 
d) 2 µl Midiprep DNA (pJS14) 
e) 23,5 µl H2O 
 
11) pJS14-lacIq 
a) 0,5 µl EcoRV (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 1 µl BSA (10 mg/ml) 
c) 3 µl Buffer 3 (100 mM NaCl; 150 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 1 mM dithiothreitol; pH 
7,9 ved 25 ºC). 
d) 5 µl Miniprep DNA (pJS14-lacIq) 
e) 20,5 µl H2O 
 
 
 
Alle fire rør blev mixet forsigtigt og sat ved 37 ºC natten over. Efterfølgende blev de 
varmeinaktiveret ved 65 ºC i 10 min. Vi tilsatte 6 µl 6x loading dye og kørte 15 µl af prøven på en 
gel ved 130 V i en time. 
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Appendix 11 – Protokol 11 
Tabsfrekvens 
 
1. dag 
Vi laver overnats kulturer af alle 6 stammer: 
 
1. Bah-2/pBAD33 i 5 ml LB med 20 µg/ml cam 
2. Bah-2/pNDM220 i 5 ml LB med hhv. 50 µg/ml og 100 µg/ml carbenicillin 
3. Bah-2/pBAD18 i 5 ml LB med 200 µg/ml carbenicillin 
4. Bah-2/pBAD18-parB i 5 ml LB med 200 µg/ml carbenicillin 
5. Bah-2/pJS14 i 5 ml LB med 20 µg/ml cam 
6. Bah-2/pJS14-lacIq i 5 ml LB med 20 µg/ml cam 
 
Blev inkuberet natten over ved 37 °C, bortset fra pNDM220 der stod ved 30 °C. 
 
2. dag 
1. 4 kolber med hver 50 ml LB blev stillet i vandbad ved 37 °C. 
2. Der blev målt OD på de 4 prøver der var kommet op og der blev overført 400 µl af dem. 
3. Herefter blev der udtaget 100µl af hver prøve og overført til et eppendorfrør med 900µl 0,9 
% NaCl. Der blev lavet en fortyndingrække med 10-3 og 10-5, der blev pladet ud på LB 
plader. 
4. Samtidig blev der udtaget 1 ml af hver kolbe til OD-600 måling. 
 
Prøveudtagnings tidspunkterne følger appendix 14 for LF og appendix 15 for OD 
 
Pladerne blev stillet i varmeskab natten over ved 37 °C 
 
3. dag 
Der blev plukket ca. 55 kolonier fra hver prøveudtagning, uden at tage højde for hvilken fortynding 
der vælges. Hver koloni bliver streget på først en selektiv plade og derefter på en LB plade med 
samme tandstik. 
 
4. dag 
 Pladerne blev inspiceret for vækst, der skal være lige kraftig på begge de to plader, og indført i en 
tabel (appendix 14). 
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Appendix 12 – Protokol 12 
Indsættelse af genet green flourescent protein 
 
Først laves PCR amplifikation som i protokol 7, dog bruges denne gang primerne: 
 
Gfp-upper primer (EcoRI site) 
5’-GCATGGAATTC GAAGGAGATATACATATGAG-3’ 
 
Gfp-lower primer (SmaI site) 
5’-GCTACCCCGGGCAGTTATTTGTATAGTTCATCC-3’ 
 
Vi bruger ALO1329: DH12/pGFPmut2 (Cormack 1996) som template til at køre koloni PCR 
 
1) Fra en renstrygnings plade med ALO1329 plukker vi en enkelt koloni over i 20 µl 0,9 % NaCl 
 
2) I to tyndvæggede PCR rør blandede vi: 
 
a) 2 µl kolonimix 
b) 1 µl 25 mM MgSO4 
c) 2,5 µl Primer 1 (GFP upper) (20 pg/µl) 
d) 2,5 µl Primer 2 (GFP upper)(20 pg/µl) 
e) 4,5 µl H2O (10 µl til parB reaktionen) 
f) 12,5 µl 2x ’PfuUltra hotstart PCR master mix’ fra Statagene ([Mg2+] 2mM i slut 
koncentration; 200 µM af hver dNTP i slutkoncentration; buffersammensætning ikke 
opgivet). 
 
3) Vi amplificerede i en ’GeneAmp PCR System 2700’ fra Applied Biosystems, med følgende 
program: 95 ºC i 5 minutter, derpå 30 cycler af: 95 ºC i 30 sekunder, 55 ºC i 60 sekunder, 72 ºC 
i 120 sekunder. Efter fulgt af 10 minutter ved ved 72 ºC. 
 
4) Vi kombinerede de to PCR reaktioner og oprensede dem med ’High pure PCR product 
purification kit’ fra Roche. Vi eluerede i 50 µl Elution buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5). 
 
Restriktions enzym skæringer 
 
1) Vi skar vores plasmider og tilhørende fragment med de samme restriktions enzymer. pBAD18-
parB og pJS14-lacIq og GFP fragmentet med SmaI og EcoRI. 
2) Vi sætter fire skærringer op i 1.5 ml microcentrifugerør 
 
3) GFP fragment 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl SmaI (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 25 µl Oprenset GFP fragment  
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4)Plasmid pBAD18-parB 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl SmaI (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Midiprep DNA (pBAD18-parB) 
f) 23 µl H2O 
 
5) GFP fragment 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl SmaI (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 25 µl Oprenset GFP fragment  
 
6) Plasmid pJS14-lacIq 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl SmaI (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Miniprep DNA (pJS14-lacIq) 
f) 23 µl H2O 
 
7) Alle fire rør blev mixet fosigtigt og sat 2 timer ved 30 ºC (den optimale temperatur for SmaI) og 
1 time ved 37 °C (den optimale temperatur for EcoRI).  
 
8) Skæringen bliver varmeaktiveret ved 65 °C i 20 min. 
 
9) Vi kører 15 ml af hver reaktion på en 1 % gel i en time, og skærer båndene ud og co-oprenser 
som i protokol 9 
 
10) Herefter bliver der ligeret, også som beskrevet i protokol 9 og transformeret ind E. coli DH10B 
som i protokol 5 
 
11) Vi kører midiprep som i protokol 2. 
 
12) Vi tester vores plasmider ved at skære med restriktionsenzymerne: 
 
a) pBAD18-parB-gfp med EcoRI 
b) pBAD18-parB-gfp med EcoRI og SmaI 
c) pBAD18-parB-gfp med NdeI og EcoRI 
d) pJS14-lacIq-gfp med EcoRV 
e) pJS14-lacIq-gfp med EcoRI 
f) pJS14-lacIq-gfp med EcoRI og SmaI 
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13) Vi sætter seks skæringer op i 1.5 ml microcentrifugerør 
14) Plasmid pBAD18-parB-gfp 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
c) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
d) 2 µl Midiprep DNA (pBAD18-parB-gfp) 
e) 23,5 µl H2O 
 
15) Plasmid pBAD18-parB-gfp 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl SmaI (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Midiprep DNA (pBAD18-parB-gfp) 
f) 23 µl H2O 
 
16) Plasmid pBAD18-parB-gfp 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl NdeI (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Midiprep DNA (pBAD18-parB-gfp) 
f) 23 µl H2O 
 
17) Plasmid pJS14-lacIq-gfp 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
c) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
d) 2 µl Midiprep DNA (pJS14-lacIq-gfp) 
e) 23,5 µl H2O 
 
18) Plasmid pJS14-lacIq-gfp 
a) 1,0 µl EcoRI (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl SmaI (20U/µl) fra New england biolabs 
c) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
d) 3 µl Buffer 4 (50 mM Kalium acetate; 10 mM Tris-acetate; 10 mM magnesium acetate; 1 
mM dithiothreitol; pH 7,9 ved 25 ºC). 
e) 2 µl Midiprep DNA (pJS14-lacIq-gfp) 
f) 23 µl H2O 
 
19) Plasmid pJS14-lacIq-gfp 
a) 0,5 µl EcoRV (10U/µl) fra New england biolabs 
b) 0,5 µl BSA (10 mg/ml) 
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c) 3 µl Buffer 3 (100 mM NaCl; 150 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 1 mM dithiothreitol; pH 
7,9 ved 25 ºC). 
d) 2 µl Midiprep DNA (pJS14-lacIq-gfp) 
e) 24 µl H2O 
 
20) De to SmaI skæringer bliver sat ved 30 °C i 2 timer og derefter ved 37 °C natten over. 
Skæringerne uden SmaI bliver sat ved 37 °C natten over. 
 
21) Prøverne varmeinaktiveres ved 65 °C i 15 min. 
 
22) Skæringerne tilsættes 6 µl 6x loading dye og der udtages 5 µl, der bliver kørt på en 1 % agarose 
gel i 1 time. 
 
23) Til sidst elektroporerede vi ind i Bah-2 som beskrevet i protokol 4 
 
24) Vi kørte koloni PCR på transformanterne som i protokol 10, dog med gfp primerne. 
 
25) Vi renstryger med en tandstik noget af vores kolonimix på en selektiv LB plader, fra de prøver, 
der gav et fragment i vores PCR. 
 
 
 Side 71 af 80 
Appendix 13 – Protokol 13 
Test af GFP ekspressions system 
 
1) Vi laver overnatskulturer af  
 
2) Vi podede Bah-2/pBAD18-parB-gfp op i flydende: 
 
a) Low salt LB (4 g/L NaCl) 
b) Low salt LB (4 g/L NaCl) + 0,2 % arabinose 
c) ABTgly + 0,5 % casaminosyre 
d) ABTgly + 0,5 % casaminosyre + 0,2 % arabinose 
 
3) Vi podede Bah-2/pJS14-lacIq-gfp op i flydende: 
 
a) Low salt LB (4 g/L NaCl) 
b) Low salt LB (4 g/L NaCl) + 1 mM IPTG 
c) ABTgly + 0,5 % casaminosyre 
d) ABTgly + 0,5 % casaminosyre + 1 mM IPTG 
 
2. Dag 
1) Vi tog 4 kolber 50 ml medie, 2 med low salt LB og 2 med ABTgly + 0,5 % casaminosyre 
 
2) Vi fortyndede vores a) og c) overnats kulturer over i kolberne til en start OD 0,02 
 
3) Vi voksede dem i ca. 3 generationer til de voksede stabilt. Vi udtog en 0 prøve straks og efter 
tilsatte vi arabinose til pBAD18-parB-gfp til en slutkoncentration på 0,2 % og IPTG til pJS14-
lacIq-gfp til en slutkoncentration på 1 mM. 
 
4) Vi udtog prøver efter 0,5; 1 og 2 timer. Prøverne blev sat på is og i mørke. 
 
5) Vi tager 2 µl af hver prøve og anbringer på et objektglas med et tyndt lag 1 % agarose (for at 
fikserer bakterierne). 
 
6) Vi undersøger bakterierne i både fluoroscens- og fasekontrastmikroskop (Leica DM500B med 
Leica DC480 kamera) 
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Appendix 14 – Rådata fra LF-forsøg 
 
Prøve nr Tid 
pBAD33 
LB 
pBAD33 
Cam 
pBAD33 
% 
pJS14 
LB 
pJS14 
Cam pJS14 % 
1 0 10 2 20,0 55 55 100,0 
2 0,5 54 30 55,6 55 55 100,0 
3 1 57 26 45,6 57 57 100,0 
4 1,5 56 31 55,4 25 25 100,0 
5 2 55 39 70,9 55 55 100,0 
6 3 55 40 72,7 55 55 100,0 
7 4 54 19 35,2 53 53 100,0 
8 5 55 9 16,4 55 55 100,0 
9 6 53 4 7,5 54 54 100,0 
10 7 55 0 0,0 55 54 98,2 
11 8 59 3 5,1 55 55 100,0 
12 9 57 0 0,0 55 55 100,0 
13 10 53 0 0,0 55 55 100,0 
 
Prøve nr Tid 
pBAD18 
LB 
pBAD18 
Amp 
pBAD18 
% 
pBAD18 
parB LB 
pBAD18 
parB Amp 
pBAD18 
parB % 
1 0 55 11 20,0 55 55 100,0 
2 0,5 55 42 76,4 55 51 92,7 
3 1 53 9 17,0 53 53 100,0 
4 1,5 54 8 14,8 55 55 100,0 
5 2 55 8 14,5 55 54 98,2 
6 3 55 6 10,9 55 55 100,0 
7 4 54 16 29,6 53 53 100,0 
8 5 54 7 13,0 55 55 100,0 
9 6 53 9 17,0 53 53 100,0 
10 7 54 14 25,9 54 54 100,0 
11 8 55 11 20,0 55 53 96,4 
12 9 53 6 11,3 55 54 98,2 
13 10 53 5 9,4 53 53 100,0 
 
 Generationstider 
Tid i min. pBAD33 pJS14 pBAD18
pBAD18-
parB 
0 0 0 0 0 
30 1,234568 0,7425743 1,44231 1,44927536
60 2,469136 1,4851485 2,88462 2,89855072
90 3,703704 2,2277228 4,32692 4,34782609
120 4,938272 2,970297 5,76923 5,79710145
180 7,407407 4,4554455 8,65385 8,69565217
240 9,876543 5,9405941 11,5385 11,5942029
300 12,34568 7,4257426 14,4231 14,4927536
360 14,81481 8,9108911 17,3077 17,3913043
420 17,28395 10,39604 20,1923 20,2898551
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480 19,75309 11,881188 23,0769 23,1884058
540 22,22222 13,366337 25,9615 26,0869565
600 24,69136 14,851485 28,8462 28,9855072
Fordoblingstid 24,3 40,4 20,8 20,7 
 
 
Tabskurve for pJS14
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Appendix 15 – Rådata fra OD målinger 
 
Vækst forsøg 
  
Dato: 18-05-2005 
Stamme: Bah 2 
Medie: LB 
Temperatur: 37 
Gennemsnitlig tid imellem prøver: 20 min 
Tid:  pBAD33 pJS14 pBAD18 pBAD18 parB 
Hele timer Minutal Beregnet tid min fra start) pBAD33 pJS14 pBAD18 pBAD18 parB 
8 35   0,0286 0,0294 0,0295 0,0305 
9 5 65 0,0437 0,0532 0,0830 0,0765 
9 35 95 0,1033 0,1185 0,3242 0,2906 
10 5 125 0,2458 0,2219 0,8566 0,7533 
10 35 155 0,4651 0,3727 1,0638 1,1688 
11 0 180 1,0350 0,6763 2,9100 3,1263 
11 20 200 2,0075 1,0500 5,1150 5,1638 
11 35 215 2,8075 1,3063 5,8906 4,6875 
11 55 235 5,1325 2,0325 15,4688 12,8438 
12 5 245 5,6406 2,2125 20,0469 17,6094 
12 30 270 13,6563 3,6850 49,3125 48,4531 
12 45 285 20,9844 4,3600 70,2344 70,4063 
12 50 290 28,5000 4,7938 81,2500 82,2266 
13 5 305 40,7188 5,3281 150,3906 163,0859 
13 25 325 66,4063 8,4531 348,4844 370,7031 
13 33 333 77,7344 10,0781 478,1250 498,6328 
13 50 350 130,2734 14,0938 686,0352 664,0625 
14 10 370 238,8672 21,5938 1784,6680 17431,6406 
14 30 390 429,1016 28,7969 3850,0977 3754,8828 
14 50 410 1164,6484 39,3281 7773,4375 7421,875 
14 53 413 644,5313 43,0156 9614,2578 8854,9805 
15 5 425 932,6172 44,1406 10131,8359 9582,5195 
15 25 445 1933,5938 66,9922 24932,8613 40008,5449 
15 30 450 2255,8594 74,6094 30700,6836 30395,5078 
15 50 470 4714,3555 111,5234 66772,4609 65032,9590 
16 10 490 8752,4414 168,5547 122680,6641 117279,0527 
16 22 502 11993,4082 211,5234 138473,5107 127029,4189 
16 40 520 25268,5547 294,9219 360107,4219 337219,2383 
17 0 540 50628,6621 392,5781 750350,9521 715255,7373 
17 20 560 97076,4160 540,0391 1460266,1113 1369476,3184 
17 30 570 125030,5176 600,9766 1230239,8682 1220703,1250 
18 50 650 216796,8750 812,6953 3504753,1128 3623962,4023 
18 10 610 385742,1875 1016,7969 7467269,8975 7510185,2417 
18 30 630 397552,4902 1204,1016 14290809,6313 14295578,0029
18 50 650 480041,5039 1515,2344 26345252,9907 25720596,3135
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   pBAD33 pJS14 pBAD18 pBAD18 parB 
  "Hældnig" (fra sheet2): 0,0286 0,0172 0,0334 0,0335 
  Fordoblingstid: 24,3 40,4 20,8 20,7 
R-værdi for Fordoblingstid (næsten 1 er godt!) 0,998 0,996 0,997 0,994 
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Appendix 16 – Ordliste 
Adenylatcyklasen; et enzym, der danner cyklisk AMP ud fra ATP (cyklisk AMP dannes ud fra 
ATP af enzymet adenylatcyclase). Adenylatcyclase er koblet til hormom receptorer i 
membranoverfladen via G-proteinerne. Cyklisk AMP fungerer som et sekundært signalstof i en lang 
række forskellige hormonaktiverende processer. Når et hormon bindes til en receptor i cellens 
overflade, fremkalder det dannelsen af cyklisk AMP i cellen, hvilket herefter aktiverer cellens 
reaktion på den pågældende stimulus. 
 
Amplifikation; opformering – af DNA 
 
Antibiotikum; substans der forhindre eller hæmmer vækst af mikroorganismer. 
 
Antisense-RNA; et RNA-molekyle hvis basesekvens er komplementær til det RNA der bliver 
transkriberet. 
 
Aerobe; iltkrævende; enhver organisme, som er i stand til at leve ved tilstedeværelsen af ilt.  
 
Agar; et polysaccharide produceret af rød alger (især Gelidium og Gracilaria). Indeholder 
polysacchariderne agarose og agaropectin. Bliver brugt som en gelerende substans i mikrobiologisk 
kulturmedie. Bakterierne er ikke i stand til at nedbryde agarpolymeren og derfor er den en god fast 
matrix til at dyrke mikroorganismer på. 
 
Agarose; agarose er agar der er renset for urenheder. Bruges i DNA gelelektroforese. 
 
Allolaktose; laktose-isomer der dannes i små mængder fra laktose når dette kommer ind i cellen. 
 
Anaerobe; ikke-iltkrævende, en anaerob organisme udvinder energi fra nedbrydningen af organisk 
stof ved anaerob respiration. Fakultativt anaerobe organismer kan leve både med og uden ilt.  
 
Bakteriophag; en undergruppe af virus, der snylter på bakterier. De formerer sig i løbet af ganske 
kort tid til flere hundrede organismer indeni bakteriecellen, hvilket medfører at bakterien brister, 
hvorved bakteriophagerne frigøres. Talrige bakteriophager benyttes som vektorer ved overførsel af 
gensplejset materiale til molekylærbiologiske studier. 
 
Biotyper; 1) en gruppe af individer inden for en race der genetisk er meget ens eller identiskte. 2) 
en fysiologisk race. 
 
cAMP; cyklisk AMP (AdenosinMonoPhosphat). 
 
Capsid; en betegnelse for den proteinkappe, som omslutter nukleinsyren i en viruspartikel. 
 
Centromere; den del af kromosomet som binder til de spindel tråde som trækker kromatiderne fra 
hinanden under mitosen. Et kromatid er den ene halvdel af et kromosom. 
 
Cloning site; et kort stykke DNA hvor der sidder mange restriktions områder. 
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Cis-acting; vil sige at genet kun virker på det sted hvor det sidder, i modsætning til dem som er 
trans-acting og altså koder for et protein og derfor kan have en virkning et sted i cellen uafhængigt 
af genomet. Cis-acting gener er ofte genkendelses sekvenser. 
 
Corepressor; lille molekyle der samarbejder med et repressorprotein om at lukke af for et operon. 
 
Cosmid; kunstigt konstrueret kloningsvektor, som indeholder cos genet fra Lambda phagen. 
 
Denaturere; produktion af en strukturel ændring i et protein eller DNA der resulterer i en reduktion 
eller tab af dets biologiske funktion. Involverer udfoldning af polypeptidkæder fra proteiner og 
adskillelse af DNA’s dobbelt helix. Forårsages af varme, kemikalier eller ekstrem høje pH-værdier. 
 
Epitelet; det cellelag, som dækker de indre eller ydre overflader hos dyr, for eksempel tarm. 
 
Ekspression; udtryk, for eksempel af  proteiner men produktet kan også være RNA 
 
Fakultativ; anvendes om en organisme, som har evnen til at leve på flere forskellige måder, for 
eksempel er en fakultativ organisme en organisme, som normalt er aerob, men som også er i stand 
til at leve under anaerobe betingelser.  
 
Flageller; en lang tynd struktur, som udgår fra bakteriens overflade. 
 
Flurescerende; fysisk proces hvor et stof absorberer kortbølget lys og udsender lys af længere 
bølgelængde. 
 
Galaktosidase; et enzym, der spalter disakkaridet laktose (består af et galaktosemolekyle bundet til 
et glukosemolekyle) til galaktose (er identisk med glukose, bortset fra at –H og –OH på det fjerde 
kulstofatom er ombyttet) og glukose.  
 
Gram-negativ; bakterier kan inddeles i de Gram-positive, der bliver mørkeviolette, og de Gram-
negative, der som slutresultat ikke er farvede. Gramfarvning er en metode udviklet af den danske 
farmakolog H.C.J Gram (1853-1938). Bakterierne behandles successivt med methylviolet, alkohol 
og jod-jodkaliumopløsning. Begge typer optager og farves af methylviolet, men de Gram-positive 
har en markant tykkere og tættere cellevæg end de Gram-negative, således at alkoholbehandlingen 
ikke fjerner farven hos dem igen. 
 
Heterotrofe; en organisme, der ikke er i stand til at optage uorganisk kulstof, primært CO2, til sine 
biosynteseprocesser og derfor må optage kulstof i form af organisk stof, der er opbygget af andre 
organismer. 
 
Hydrolyse; nedbrydning under forbrug af vand 
 
Hæmolytisk; Ødelæggelse af cellemembranen hos de røde blodlegemer og frigivelse af 
hæmoglobin. 
 
Indole; en heterocyklisk organisk forbindelse, som i ringen i det ringformede molekyle indeholder 
andre atomer end kulstofatomer. 
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Inducer; et effektormolekyle, som er ansvarligt for, at en bestemt enzymsyntese sættes i gang for 
eksempel ved at binde til og inaktivere en reprossor.  
 
Induktion; opregulering af et inducerbart gen som respons på tilstædeværelsen af en inducer.  
 
In vitro; (’i glas’) biologiske processer der finder sted uden for deres naturlige omgivelser, i et 
laboratorium. 
 
In vivo; beskriver biologiske processer som de observeret i deres naturlige omgivelser. 
 
Kloning; specialicerede DNA teknologi til at producere multiple, præcise kopier af enkelte gener 
eller andre DNA fragmenter for at opnå tilstrækkelige mængder af DNA til sine vidre studier. 
 
Kloningsvektor; Vektor til at mangfoldiggøre DNA fragmenter – er delvist gjort overflødige af 
polymerase chain reaction (PCR).  
  
Konstitutiv promoter; en promotor som ikke reguleres af en repressor eller aktivator. 
Genproduktet vil således blive udtrykt hele tiden og med den samme rate 
 
Kontaminering; forurening af uønskede bakterier eller svampesporer. 
 
Lac-repressor; repressor der kan induceres af lactose. (se repressor) 
 
LB; Luria-Bertani, standardmedie der indeholder 10g/L tryptone, 5g/L gærekstrakt og 10 g/L NaCl. 
LB indeholder aminosyrer, sukkerstoffer og salte til optimal vækst for Vibrio cholerae og E. coli. 
 
Lambdoid; phag som ligner lambda phagen. 
 
Lysering; destruktion af levende celler. Cellevæggen springer på grund af den osmosiske effekt, da 
trykket i cellen bliver for stort i forhold til uden for. 
 
Operon; en genetisk enhed hos bakterier, hvis genprodukt er et eller flere proteiner. Sekvensen, der 
indeholder koden til et protein, kaldes et strukturgen. I et operon ligger der ofte flere strukturgener 
efter hinanden, og de transkiperes som et samlet hele, hvorved der dannes et såkaldt polycistronisk 
mRNA molekyle. Transkriptionen af strukturerne starter i en særlig promoterregion og kontrolleres 
af et regulatorgen. Regulatorgenet koder for enten en repressor eller en apoinducer, der bindes til 
promotorregionen og henholdsvis forbinder eller tillader, at transkriptionen finder sted. 
 
Operator; en operator er et DNA segment som regulerer aktiviteten af det strukturgen som et 
operon er forbundet med. Dette gøres med en specifik repressor eller aktivator. 
 
Par-funktion; fordelingsmekanisme, som sikre en ligelig fordeling af plasmider i en celle der er 
ved at dele sig. 
 
Patogen; sygdomsfremkaldende 
 
Permease; betegnelse for membranprotein, som transporterer bestemte molekyler eller grupper af 
molekyler over plasmamembranen. 
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Phagmedieret transduktion; overførsel af DNA/gener ved hjælp af bakteriophager. 
 
Polycistronisk; en type mRNA der kan afkode mere end en polypeptid separat indenfor samme 
RNA-molekyle. Bakterial mRNA er som regel polycistronisk. 
 
Primer; nukleotidstreng som bruges som startpunkt for DNA replikationen. Denne er ofte påkrævet 
da de fleste DNA polymeraser ikke kan begynde syntetiseringen uden. 
 
Promotor; en region i et DNA-molekyle, som spiller en rolle for starten af transskriptionen. 
Promoteren er bindingsstedet for RNA-polymerasen, der katalyserer transskriptionen. 
 
Prophag; en bakteriophag, hvis genom er blevet integreret i værtscellens genom. 
 
Prototrofe; betegnelse for en stamme af organismer, der ikke har andre næringskrav end vildtypen 
(en organisme med den fænotype eller genotype, som er karakteristisk for arten under naturlige 
omstændigheder). 
 
Regulatorgen; en DNA-sekvens, hvortil regulerende molekyler kan bindes, hvilket regulerer 
aktiviteten af de tilstødende gener.  
 
Renaturere; rekonstruktion af protein eller DNA der er blevet denatureret, således at molekylerne 
genoptager deres originale funktion.  
 
Replikation; produktion af dobbeltstrenget DNA ud fra en DNA template. 
 
Repressor; et protein, der kan binde sig til en operator, som sidder tæt ved eller overlapper med 
promotoren. Dette forhindrer transskriptionen fra pågældende promotor.  
 
Serotype; en antigen egenskab hos en celle eller virus identificeret med en serologisk metode. 
 
Sporedannende; bakterier danner en hårdfør kappe omkring sig og går i dvale indtil ydre miljø 
forbedres.Visse bakterier, dog ikke V. cholerae og E. coli, er i stand til at danne sporer som respons 
på ydre påvirkninger: fødemangel, kulde, varme, tørke. 
 
Strukturgener; et gen, der koder for et protein. 
 
Temperat phag; en bakteriophag, hvor phagnukleinsyren er blevet integreret i bakteriens genom 
og repliceres sammen med dette.   
 
Template; DNA som bruges som grundlag for opbygning af dobbeltstrenget DNA. 
 
Terminator; stopkode, en kode i DNA eller mRNA, der afslutter translationen. 
 
Transduktion; overførsel af DNA fra en bakterie til en anden ved hjælp af bakteriophager. 
 
Translation; den proces, der sker på ribosomet, hvor informationen i et mRNA-molekyle anvendes 
til at specificere aminosyresekvensen i en polypetid. Processen starter med, at startkoden i et 
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mRNA-molekyle knyttes til ribosomet. Den enkelte aminosyre overføres til mRNA-ribosom-
komplekset ved hjælp af tRNA-molekyler, der er bundet specifikt til bestemte aminosyrer, og som 
rummer en triplet, antikodon, som er komplementær til en triplet, kodon, på mRNA-molekylet. 
Under proteinsyntesen bindes mRNA-ribosomkomplekset til to tRNA-molekyler ad gangen, 
samtidig med at mRNA-ribosom-komplekset katalyserer dannelsen af en peptidbinding mellem to 
tilstødende aminosyrer. Ribosomet bevæger sig trinvist hen ad mRNA-strengen, hvor længden af 
hvert trin svarer til en triplet. Når ribosomet når en stopkodon, standser processen, og ribosom-
enhederne frigøres fra mRNA-strengen. 
 
Transskription; dannelsen af mRNA ved hjælp af enzymet RNA-polymerase under anvendelse af 
DNA som skabelon. 
 
Virulens; patogene mikroorganismers evne til at fremkalde sygdomme. 
 
 
